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RESUMEN 
El consumo de las bebidas de soja y de almendra está aumentando en Europa porque son 
útiles como alternativa a la leche de vaca para los individuos intolerantes a la lactosa, con 
alergia a las proteínas de la leche, o para aquellos que evitan la leche por otras razones. 
También su popularidad aumenta por los efectos beneficiosos para la salud que se le 
atribuyen.  
Las bebidas de soja y de almendra comerciales están normalmente procesadas por 
tratamientos térmicos, especialmente UHT, no sólo para estabilizarlas sino también para 
mejorar su palatabilidad y digestibilidad ya que, entre otros efectos, destruyen componentes 
indeseables, tales como los inhibidores de tripsina. No obstante, los tratamientos térmicos 
pueden afectar a sus componentes nutritivos y compuestos bioactivos. La ultra alta presión de 
homogeneización (UHPH) es una tecnología no térmica emergente que consiste en la 
aplicación de presiones de hasta 400 MPa utilizando un sistema de homogeneización, 
especialmente diseñado para producir un efecto conservador, al mismo tiempo que mejora la 
estabilidad coloidal. En el marco de un proyecto del Plan Nacional  (AGL 2008-05430-C02-02) 
realizado en coordinación con el grupo del Centre Especial Planta de Tecnologia dels Aliments 
(CERPTA) de la Universidad Autónoma de Barcelona, se pretende aplicar la UHPH para la 
obtención de bebidas de soja y almendra y comparar los efectos de esta tecnología con los de 
los convencionalmente aplicados a este tipo de productos (pasteurización y UHT). En el primer 
apartado de esta memoria se valora el efecto que esta tecnología provoca sobre una serie de 
parámetros nutritivos y biofuncionales (perfil de aminoácidos, perfil de ácidos grasos, 
digestibilidad de las proteínas, disponibidad de la lisina, tocoferoles, fitoesteroles, aminas 
biógenas, poliaminas e isoflavonas), extendiendo el estudio a no solo al efecto inmediato del 
tratamiento si no también durante la vida útil de los productos. En térmicos generales, se 
concluye que los tratamientos por UHPH mantienen o mejoran, en comparación con los 
térmicos, el valor nutritivo y biofuncional de las bebidas de soja y de almendra. 
La soja aporta compuestos bioactivos, como las isoflavonas, cuyo consumo puede presentar 
efectos beneficiosos para la salud pero hay controversia sobre la seguridad de su consumo por  
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parte de lactantes, ya que se he señalado que pueden ejercer tiene efectos endocrinos 
indeseables sobre el desarrollo y el sistema reproductor. En la segunda parte de esta tesis, se 
realiza una aproximación a una estimación de la exposición y del riesgo de estos compuestos 
bioactivos en productos derivados de la soja de mayor consumo. Aún no existen datos de 
consumo de productos derivados de soja en Europa, pero la estimación muestra que una dieta 
que incluya habitualmente productos derivados de la soja aporta contenidos de isoflavonas 
suficientes para lograr sus potenciales efectos beneficiosos. Por otro lado, el consumo de 
fórmulas infantiles a base de soja por lactantes supone un cierto riesgo de sufrir los efectos 
adversos de las isoflavonas, ya que su consumo sobrepasa los niveles de seguridad estacidos 
por el Panel de Expertos (NTP-CERHR). Además, los productos derivados de la soja, 
especialmente los fermentados, contienen niveles elevados de algunas aminas biógenas.  La 
ingesta de algunos de estos productos de soja puede suponer un riesgo de aparición de los 
efectos adversos de estas aminas, especialmente cuando hay un tratamiento con fármacos 
específicos.  
En la tercera parte, se estudia algunos efectos biológicos de las poliaminas e isoflavonas. 
Las poliaminas son compuestos naturales con un papel reconocido como antioxidante 
endógeno en frente al estrés oxidativo celular. Se estudia su capacidad antioxidante  in vitro  y 
el mecanismo de acción y se concluye que su capacidad antioxidante es superior al de otros 
antioxidantes reconocidos (galato de octilo, palmitato de ascorbilo y α-tocoferol) y que su 
potencia antioxidante se debe a su capacidad para secuestrar metales y radicales libres. Por 
otro último, se estudia el metabolismo intracelular de las isoflavonas en células endoteliales 
por su importancia potencial en los mecanismos de acción cardioprotectores del sistema 
vascular. Se concluye que las isoflavonas entran en las células endoteliales y son metabolizadas 
mediante glucuronidación, sulfatación y metilación. 
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ABSTRACT 
Soymilk and almond milk are particularly useful as an alternative of cow’s milk for people 
who are lactose-intolerant, allergic to milk proteins, or for those who avoid milk for other 
reasons, and their consumption also has potential health benefits.  
Ultra high pressure homogenization (UHPH) is a useful non-thermal technology to obtain 
safe and high-quality liquid foods. UHPH is based on the same principle as conventional 
homogenization, but it works at significantly higher pressures (up to 400 MPa). In the first part 
of this thesis, in the frame of the project “The application of Ultra high pressure 
homogenization (UHPH) to produce high quality vegetable milks (soy and almond)” (AGL 2008-
05430- C02-02), the aim was to study the effects of the UHPH treatment on the nutritional and 
biofunctional compounds of soymilk and almond milk compared to conventional thermal 
pasteurization and UHT treatments. As a result, it was concluded that UHPH treatments 
maintained or improved the nutritional and biofunctional value of soymilk and almond milk, 
compared to conventional thermal pasteurization and UHT treatments. 
Soybean provides bioactive compounds, such as isoflavones, whose consumption has 
potential beneficial health effects for adults and also could have significant effects on the 
endocrine and reproductive system development in infants. In the second part of this thesis, 
an estimation of exposure and risk of these bioactive compounds in soybean products was 
performed. In general, the consumption of these products provides similar or higher isoflavone 
contents to achieve the beneficial effects. On the other hand, the consumption of soybean-
based infant formulas could involve a potential risk to infants. Additionally, the fermented 
soybean products contain high levels of certain biogenic amines. Adverse effects of some 
biogenic amines as a result of the consumption of the soybean products in general would be 
unlikely, except for individuals under specific drug therapies. 
In the third part, some biological effects of polyamines and isoflavones were studied. The 
mechanism by which polyamines act as antioxidants was evaluated by in vitro methods, 
concluding that it seems to be related to its ability to chelate metals. Furthermore, the 
intracellular metabolism of isoflavones in endothelial cells was studied because it can be 
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important in the elucidation of the mechanism of action of isoflavones in the cardiovascular 
system. 
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1 
Composición nutricional de soja y almendra 
 
     La soja cultivada, Glycine max (L) Merrill, también es conocida como judía de Manchuria o 
guisante de China. Todas las variedades cultivadas proceden de una especie que crece 
espontáneamente en China, Manchuria, Corea y Siberia meridional y que se conoce como 
Glycine ussuriensis. La soja pertenece a la familia de las leguminosas, aunque por su contenido 
elevado de lípidos se incluye también en las oleaginosas. La palabra glycine deriva del griego-
glykys (dulce) y se refiere, probablemente al dulzor de los tubérculos comestibles producidos 
por la enredadera leguminosa, Glycine apios, que ahora se conoce como Apios americana. La 
palabra max significa "grande" refiriéndose a los grandes nódulos de la planta de soja (Liu, 
2004).  
     La almendra pertenece al género Prunus y al subgénero amygdalus, dentro de la familia de 
las rosáceas. La almendra cultivada se designa como Prunus dulcis; otros sinónimos incluyen 
Prunus amygdalus Batsch y Prunus communis L., así como una anterior designación Amygdalus 
communis L. (USDA, 2010). El sabor dulce o amargo de las almendras es una característica 
heredada (Dicenta y García, 1993). Esta tesis se centra en la almendra dulce, que es el tipo 
mayoritario cultivado a nivel mundial. La almendra dulce se ha cultivado durante miles de años 
en muchas regiones templadas y subtropicales del mundo, principalmente en cuatro regiones, 
California, Mediterráneo, Asia central y Australia (Yada, et al., 2011). 
 
1.1. Composición aproximada de las semillas de soja y de almendra 
     La semilla de soja (del japonés shoyu) es una legumbre de alto valor nutritivo que      
contiene alrededor de un 10% de agua, (Liu, 2004; Jooyandeh, 2011), mientras que la 
almendra contiene un 5% de agua (Yada, et al., 2011), lo que asegura su estabilidad durante el 
almacenamiento. Ambas semillas son fuente de una amplia variedad de componentes 
orgánicos, entre los que destaca su elevado porcentaje de proteínas, que en promedio en la 
soja es del 40% aproximadamente (Isanga y Zhang, 2008; Jooyandeh, 2011) y alrededor del 
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20% en la almendra (Yada, et al., 2011). También destaca el contenido en lípidos, la soja 
contiene un 20%, que en su mayor parte son triglicéridos de ácidos grasos poliinsaturados, y la 
almendra contiene entre un 45 y 60% de lípidos, en su mayoría de ácidos grasos 
monoinsaturados. Además, ambas semillas contienen alrededor del 2-5% de fosfolípidos, y 
pequeñas cantidades de otros lípidos en forma de fitoesteroles (Jooyandeh, 2011). El resto de 
materia seca está compuesta principalmente por glúcidos (30% en la soja y 20% en la 
almendra) y un 4-5% de minerales, principalmente potasio y fósforo. En la soja y almendra se 
encuentran también vitaminas, sobre todo del grupo B (tiamina, niacina y ácido pantoténico), 
y tocoferoles (vitamina E). En la tabla 1.1 se muestra la composición nutricional de la soja y de 
la almendra.  
     La semilla de soja contiene también importantes cantidades de derivados fenólicos, 
principalmente isoflavonas, y de otros compuestos orgánicos antioxidantes, como las 
poliaminas (Soda, 2011). Por último, otros componentes minoritarios, aunque importantes, 
son las saponinas, también se les han atribuido el sabor amargo y astringente de la semilla de 
soja. Sin embargo, presentan interés por sus beneficios en la prevención de problemas 
cardiovasculares. El contenido de saponinas representa entre 0,62 a 6,16% de la semilla de 
soja (Shiraiwa et al., 1991; Yoshiki et al., 1998). En la variedad de almendra amarga, Prunus 
dulcis var. Amara, se encuentran cantidades significativas de amigdalina (3-9%), un 
diglucósido, que libera ácido cianhídrico y benzaldehído bajo hidrólisis enzimática 
(Wirthensohn et al., 2008). 
 
1.2. Las proteínas de la soja y de la almendra 
 Los productos de soja han representado una gran fuente de proteína en la dieta de países 
orientales durante siglos (Molina y cols., 2001). Desde el punto de vista de su función 
biológica, las proteínas de soja y de almendra son mayoritariamente proteínas de 
almacenamiento en la planta. Desde el punto de vista de la solubilidad, la mayor parte de éstas 
son globulinas, solubles en disoluciones salinas diluidas (Wolf, 1970). Una manera más precisa 
de denominar las proteínas es mediante sus coeficientes de sedimentación aproximados, 
usando la ultracentrifugación (Thanh et al., 1975; Howard et al., 1983). Bajo condiciones 
tamponadas apropiadas, las proteínas de soja presentan cuatro fracciones después de la 
ultracentrifugación: 2, 7, 11 y 15S; S hace referencia a las unidades Svedburg, que se 
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relacionan con la velocidad de sedimentación por unidad de fuerza centrífuga. Las proteínas de 
soja más abundantes (70 %) son las globulinas, glicinina (11S) y conglicinina (7S). La glicinina es 
una proteína hexamérica con un peso molecular de alrededor de 350 kDa, que consta de cinco 
subunidades compuestos de un polipéptido ácido de 37 a 42 kDa y uno básico de 20 kDa 
unidos por un puente disulfuro (Staswick et al., 1984; Nielsen, 1985). La fracción 2S supone un 
20% de la proteína e incluye los inhibidores de la tripsina y el citocromo C, mientras que la 
fracción 15S, está constituida únicamente por un 10% de la proteína extraíble y se cree que 
está formada por un polímero de glicinina.  
 
Tabla 1.1. Composición nutricional de las semillas de soja y de almendra. 
 
Fuentes: Calvo Aldea, D. (2006). La soja: Valor dietético y nutricional. http://www.diodora.com  
American Soybean Association, 2006. http://www.soygrowers.com. USDA (2010). 
Contenido por 100 g Soja Almendra
416 575
36 21,2
30 21,7
9 12,2
20 49,4
11 12,1
Lípidos monoinsaturados (g) 23,6 30,9
1-5 -
0 0
5 1
1700 705
277 264
280 268
16 3,7
3 3,1
700 484
6 -
130 -
406 996
0,9 0,2
0,4 1
3 3,4
190 0
94 1
13,3 27,1
200-500 nd
Niacina (mg)
Vitamina K (μg)
Vitamina A (UI)
Vitamina E (mg) 
Isoflavonas (mg)
Riboflavina (vitamina B2) (mg)
Sodio (mg)
Potasio (mg)
Calcio (mg)
Magnesio (mg)
Hierro (mg)
Zinc (mg)
Fósforo (mg)
Yodo (μg)
Flúor (μg)
Cobre (μg)
Tiamina (vitamina B1) (mg)
Grasas totales (g)
Lípidos poliinsaturados (g)
Lecitina (g)
Colesterol (mg)
Energía (Kcal)
Proteínas (g)
Carbohidratos (g)
Fibra (g)
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En la proteína de la almendra, un 90-95% de la proteína de la almendra está formada por 
dos fracciones 11S mayoritarias, amandina (75%) y albúmina (20%), mientras que la glutelina y 
prolamina representa fracciones mucho menores. La amandina es una proteína oligomérica 
que contiene monómeros prunina. Los monómeros prunina están formados por una cadena α 
ácida de 40 o 42 kDa y una cadena β básica de 20 kDa. Dos trímeros de amandina forman un 
homohexámero similar al hexámero de glicinina (Albillos, et al., 2008).  
 
Tabla 1.2. Composición en aminoácidos (mg/g proteína) de semillas de soja y de almendra. 
 
 
                                              Fuente: (Zarkadas et al., 1993). Venkatachalam y Sathe (2006). 
 
La composición de aminoácidos de la proteína de soja y de almendra, que determina el 
valor nutricional de las mismas, se presenta en la tabla 1.2. El aminoácido más abundante en la 
soja es el ácido glutámico, que junto con el ácido aspártico, constituyen una cuarta parte del 
total de aminoácidos; la lisina, arginina e histidina representan una quinta parte. El ácido 
glutámico también es el aminoácido mayoritario en la almendra, seguido por la arginina y el 
ácido aspártico. El valor nutritivo de la proteína depende de en qué medida su contenido de 
aminoácidos esenciales se adapta a las necesidades de estos compuestos por el organismo 
Soja Almendra
Ácido Aspártico 68,86 ± 3,39 18,36
 
±
 
0,16
Treonina 41,94 ± 1,79 5,20
 
±
 
0,20
Serina 54,05 ± 1,66 7,34
 
±
 
0,36
Ácido glutámico 190,16 ± 3,42 53,56
 
±
 
2,18
Prolina 52,91 ± 2,38 10,18
 
±
 
0,76
Glicina 36,72 ± 0,15 13,76
 
±
 
0,14
Alanina 40,23 ± 1,11 9,70
 
±
 
0,20
Cisteína 25,00 ± 0,67 0,60
 
±
 
0,01
Valina 54,27 ± 0,32 8,82
 
±
 
0,24
Metionina 10,70 ± 0,31 1,62
 
±
 
0,40
Isoleucina 51,58 ± 0,50 7,58
 
±
 
0,24
Leucina 81,69 ± 0,73 14,38
 
±
 
0,38
Tirosina 41,55 ± 0,64 4,42
 
±
 
0,90
Fenilalanina 56,29 ± 0,63 10,92
 
±
 
0,22
Histidina 34,38 ± 5,65 5,94
 
±
 
0,28
Lisina 68,37 ± 1,06 6,12
 
±
 
0,60
Arginina 77,16 ± 2,35 20,18
 
±
 
0,58
Triptófano 12,73 ± 0,41 1,40
 
±
 
0,02
mg/g proteína (peso seco)
Aminoácido
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humano (proteínas completas). Se asume que la proteína del huevo entero de gallina tiene 
esta calidad. Las proteínas vegetales, por lo general, no contienen todos los aminoácidos 
esenciales en las cantidades requeridas (proteínas incompletas). En el caso de la semilla de 
soja, los aminoácidos limitantes son metionina y cisteína pero es rica en lisina (Zarkadas et al., 
1993). En la almendra también son limitantes la metionina y la cisteína, además de la lisina, en 
contraste con la soja.  
     A pesar del elevado contenido en proteínas y la calidad de éstas, reflejada en la presencia 
de todos los aminoácidos esenciales, una de las desventajas del consumo de la soja y de sus 
productos derivados en comparación con los productos de origen animal, es la presencia de 
factores antinutricionales. De ellos, los más importantes son los inhibidores de proteasas, 
comúnmente llamados inhibidores de tripsina. Constituyen una pequeña parte de la proteína 
de soja (2,5%), aunque el 30-40% de la cisteína está asociada con ellos (Kwok & Niranjan, 
1995). Existen dos tipos de inhibidores de la tripsina presentes en la soja, el inhibidor de Kunitz 
y el inhibidor de Bowman-Birk. Estos inhibidores de proteasas tienen una fuerte afinidad por 
las enzimas digestivas humanas; interfieren en la digestión y la absorción de las proteínas y 
pueden causar hipertrofia del páncreas e hiperplasia de las células exocrinas, responsables de 
la producción de tripsina, quimotripsina, y otras proteasas, así como amilasas y lipasas 
(Gallaher y Schneeman, 1986; Weder, 1986; Liener et al, 1988; Kwok y Niranjan, 1995). Por 
otro lado, algunos autores han señalado que los inhibidores de proteasas de la soja pueden 
contribuir a la prevención del cáncer debido a sus propiedades anticancerígenas y 
quimiopreventivas (Kennedy, 1998; Sessa y Wolf, 2001; Akoum et al, 2006).  
     Para evitar una mal digestión y malabsorción de las proteínas, los inhibidores de proteasas 
de la soja deben ser inactivados. Sin embargo, son bastante estables al calor debido a la 
presencia de puentes disulfuros en su estructura molecular. Para alcanzar el 90% de 
inactivación de los inhibidores de tripsina, se requieren tratamientos térmicos intensos, por 
ejemplo 30 min a 100 ºC, o 22 min a 110 ºC (Liu, 2004). Para eliminar completamente la 
actividad de los inhibidores de las proteasas, se requiere un sobrecalentamiento que puede 
destruir importantes aminoácidos tales como la cisteína, arginina y lisina. Por lo tanto, el 
tratamiento térmico es crítico para la elaboración de productos de soja con máximo valor 
nutricional (Kwok & Niranjan, 1995; Liu, 2004). 
  
REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
22 
 
1.3. Los lípidos de la soja y de la almendra 
     Los lípidos constituyen entre el 18 y el 24% de la semilla de soja, de los que el 90% son 
triglicéridos, el 7% fosfolípidos y el 3% glicolípidos. Los ácidos grasos se distribuyen en un 15% 
de saturados y un 85% de insaturados (USDA, 2003). En la almendra, los lípidos constituyen 
entre un 45-60%, de los que el 90% son triglicéridos, el 8% fosfolípidos y el 2% esfingolípidos 
(Soler, et al., 1988).  
     La Tabla 1.3 muestra la composición de ácidos grasos en la soja y la almendra. El ácido graso 
más abundante en la soja es el ácido linoleico (18:2, ω-6), representando aproximadamente la 
mitad del contenido total, aunque también contiene niveles considerables de otros ácidos 
grasos, como el ácido oleico (18:1) y el ácido linolénico (18:3, ω-3) (Prawiradjaja, 2003; Liu, 
2004; Sangwan et al., 1986). En la almendra, el ácido graso monoinsaturado, el ácido oleico 
(18:1), es el predominante con un rango de 60-80% del total de ácidos grasos, seguido del 
ácido linoleico (18:2, ω-6) (Yada, et al 2011).  
     Los ácidos grasos poliinsaturados linoleico y linolénico son esenciales; es decir, que nuestro 
organismo no los puede sintetizar, por lo que deben estar presentes en la dieta. El ácido 
linoleico es el sustrato para la síntesis de los distintos ácidos grasos de la denominada “serie ω-
6”, entre los que se encuentra el ácido araquidónico, a partir del cual se forman compuestos 
de enorme importancia funcional para nuestro organismo, como son las prostaglandinas 
(Herrera, 1991). A su vez, el ácido linolénico es el sustrato para la síntesis de los ácidos grasos 
de la “serie ω-3”, en la que se forman los ácidos grasos ω-3, característicos de la grasa del 
pescado, como los ácidos eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA), precursores a 
su vez de otras prostaglandinas (Herrera, 1991). Numerosas acciones, entre las que destacan la 
inflamación y la coagulación, se regulan fisiológicamente, entre otros factores, por el equilibrio 
de prostaglandinas de las dos series (ω-3 y ω-6). Tanto el ácido oleico como los ácidos grasos 
de la serie ω-3 son bien conocidos por sus efectos antiaterogénicos (Lada & Rudel, 2002; De 
Caterina & Massaro, 2005), por lo que su abundante presencia en la soja y la almendra 
justifican que el consumo regular de estos alimentos pueden contribuir activamente a prevenir 
las enfermedades cardiovasculares. 
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Tabla 1.3. Composición de ácidos grasos de la soja y de la almendra. 
 
 
     Una parte importante de los ácidos grasos poliinsaturados presentes en la soja se 
encuentran formando parte de los fosfolípidos (alrededor del 2-5%), principalmente en forma 
de lecitina, que tiene un valor comercial significativo como agente emulsionante en la industria 
alimentaria. La lecitina es un fosfolípido que además de ácidos grasos contiene glicerol, fosfato 
y colina y se encuentra presente en todas las células de nuestro organismo, y en particular en 
las del tejido nervioso, corazón, riñones y glándulas endocrinas. Se han descrito diversos 
beneficios a la ingesta de lecitina (Wilson et al., 1998; Sachan, et al., 2005), entre los que se 
podrían citar: 1) en cerebro, la colina se transforma en acetilcolina, que es un neurotransmisor, 
por lo que se ha relacionado el consumo de la lecitina con un efecto protector y de refuerzo 
del sistema nervioso; 2) en hígado, la colina favorece la metabolización de las grasas, evitando 
su infiltración, por lo que una deficiencia de colina se ha asociado al desarrollo de hígado 
graso, e incluso de cirrosis hepática; 3) la lecitina facilita la movilización y oxidación de grasas 
endógenas, contribuyendo a evitar su acumulación; 4) la lecitina contribuye a corregir las 
deficiencias de colina que pueden causar degeneración hemorrágica en los riñones; 5) por su 
acción emulsionante, la lecitina favorece la absorción intestinal de las grasas.  
 
1.4. Los hidratos de carbono y la fibra de la soja y la almendra 
     El contenido de hidratos de carbono (HC) se halla alrededor del 35% en peso seco en la 
semilla de soja (Jooyandeh, 2011) y del 20% en la almendra (Yada, et al., 2011). Los HC de la 
Soja Almendra
Saturados
Ác. Palmítico (C16:0) 9 -17 5 - 8
Ác. Esterárico (C18:0) 2 -7 1 - 2
Insaturados
Ác. Oleico (C18:1) 15 - 29 62 -80
Ác. Linoleico (C18:2) 33 - 59 20 -24
Ác. Linolénico (C18:3) 4 - 15 0,1 - 0,3
Ácidos grasos
Porcentaje (%)
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soja se dividen en monosacáridos, tales como la glucosa y la arabinosa, y oligosacáridos 
también conocidos como α-galactósidos de sacarosa, incluyendo la verbascosa, la rafinosa y la 
estaquiosa. Estos α-galactósidos de la soja se incluyen en la categoría de la fibra soluble y su 
concentración varía del 1,4 al 4,1% para la estaquiosa y del 0,1 al 0,9% para la rafinosa (Liu, 
2004). La fibra insoluble, constituida sobre todo por celulosa y hemicelulosa, supone el 9% de 
la semilla de soja en peso seco. La fracción de HC solubles de la almendra incluye 
principalmente sacarosa, la cual supone un 5-6%, y pequeñas cantidades de glucosa, fructosa e 
inositol. La almendra también contiene rafinosa y almidón (1-2%). La fracción de la fibra 
insoluble de la almendra incluye hemicelulosa, celulosa y lignina, y representa un 10-14% de la 
almendra en peso seco (Yada, et al., 2011). 
     La presencia de verbascosa, rafinosa y estaquiosa en la soja está ligada a molestias 
abdominales por flatulencia, ya que estos oligosacáridos pasan intactos al intestino siendo 
fermentados por microorganismos anaerobios (Guimarães et al., 2001). Estas molestias 
pueden ser un factor limitante en la aceptación de la soja y otras legumbres. No obstante, 
algunos estudios han demostrado su carácter de fibra prebiótica y que su incorporación en la 
dieta se ha relacionado con diversos beneficios para la salud. El principal beneficio reportado 
fue la estimulación del crecimiento de bifidobacterias en el tracto intestinal, las cuales pueden 
prevenir problemas de estreñimiento y contribuir al aporte de vitaminas (Gibson y Roberfroid, 
1995; Martínez et al., 2005). 
 
1.5. Minerales de la soja y de la almendra 
     En comparación con otras legumbres, la soja aporta una mayor cantidad de minerales 
expresados en cenizas totales, representan aproximadamente un 5%. Destaca el potasio (1,800 
mg/100 g), fósforo (700 mg/100 g), magnesio (280 mg/100 g) y calcio (277 mg/100 g) (USDA, 
2010). El ácido fítico es la principal fuente de fósforo en la soja, su contenido está en un 
intervalo del 1 al 1,5% en base seca (Liu, 2004). Minerales menores incluyen el hierro (15,7 
mg/100 g), el zinc (5 mg/100 g) y el selenio (18 μg/100 g). La almendra contiene alrededor de 
un 3,5% de cenizas totales, compuesta principalmente por potasio (700 mg/100 g), fósforo 
(480 mg/100 g), magnesio (270 mg/100 g) y calcio (270 mg/100 g) (USDA, 2010). Otros 
minerales incluyen el hierro (4,3 mg/100 g), el zinc (3,4 mg/100 g) y el cobre (1,2 mg/100 g). El 
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bajo contenido en sodio hace a estos alimentos especialmente interesantes para las personas 
hipertensas.  
 
1.6. Vitaminas de la soja y la almendra 
     La soja y la almendra contienen vitaminas hidrosolubles del grupo B, que incluyen la 
tiamina, riboflavina, niacina, ácido pantoténico y ácido fólico, y las vitaminas liposolubles A, E, 
D y K (USDA, 2003). Sin embargo, solamente se encuentran en cantidades significativas la 
tiamina (vitamina B1), la riboflavina (vitamina B2), la niacina (vitamina B3), y la vitamina E o 
tocoferoles.  
 
1.6.1. Tiamina (vitamina B1): La enfermedad asociada a una baja ingesta de esta vitamina en 
los países en vías de desarrollo es el Beri-beri, pero en los países industrializados el déficit 
nutricional de esta vitamina se relaciona con el consumo crónico de grandes cantidades de 
alcohol. La tiamina se absorbe en el intestino con facilidad y es rápidamente fosforilada, de 
forma que en su mayor parte (del orden de un 80%) se encuentra en el nuestro organismo 
como pirofosfato de tiamina (TPP). La tiamina no se acumula en ningún tejido específico, por 
lo que tiene una vida media en nuestro organismo relativamente corta (de 9 a 18 días), 
teniendo que ser aportada regularmente. Su excreción y la de sus metabolitos se realiza por la 
orina.  
     La tiamina actúa a dos niveles: bioquímica y neurofisiológico. Las acciones bioquímicas 
siempre se realizan en forma de TPP, actuando como coenzima de reacciones claves del 
metabolismo, concretamente en los procesos de descarboxilación oxidativa de los α-
cetoácidos. En lo referente a las funciones neurofisiológicas, por un lado, actúa en el 
metabolismo de cuatro neurotransmisores [acetilcolina, ácido γ-amino butírico (GABA), 
glutamato y aspartato], y por otro, en la conducción nerviosa. El papel de la tiamina en el 
metabolismo de los neurotransmisores, se considera que tiene lugar en la síntesis de los 
mismos a través del metabolismo oxidativo de la glucosa.  
     La ingesta recomendada diaria de tiamina es de 0,8-1,2 mg para la población adulta 
española (Moreiras et al., 2013). La tiamina se encuentra ampliamente distribuida en los 
alimentos, y en particular la semilla de soja aporta alrededor de 0,85 mg de tiamina por cada 
100 g y la almendra alrededor de 0,2 mg/100 g.  
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La estructura de la tiamina se presenta en la Figura 1.1. Su estabilidad en disolución acuosa 
es relativamente baja. Depende del pH, la temperatura y la fuerza iónica. Los nucleófilos 
fuertes, como son el HSO-3 y el OH- producen la degradación rápida con formación de 5-(2-
hidroxietil)-4-metiltiazol- y 2-metil-4-amino-5-hidroximetilpirimidina, respectivamente. La 
descomposición térmica de la tiamina produce en primer lugar la fragmentación en los citados 
derivados de tiazol y pirimidina. Los productos de degradación del derivado tiazólico, entre 
ellos derivados del furano, tiofeno, dihidrotiofeno y H2S, participan en la formación del aroma 
a carne de los alimentos calentados.  
 
Figura 1.1. Estructura de la tiamina (vitamina B1) y de su forma activa, el pirofosfato de 
tiamina. 
 
 
1.6.2. Riboflavina (vitamina B2): La deficiencia de riboflavina (ariboflavinosis) suele estar 
acompañada de otras deficiencias nutricionales y frecuentemente se asocia a la deficiencia de 
vitamina B6 y niacina. Enfermedades como el cáncer, alteraciones cardiacas y diabetes mellitus 
precipitan o exacerban la deficiencia en riboflavina, que se manifiestan, entre otros, por 
trastornos oculares, bucales y cutáneos. La riboflavina se absorbe en forma libre en la parte 
alta del tracto gastrointestinal, a través de un eficaz mecanismo de transporte activo y se 
elimina por vía urinaria en forma de riboflavina o de sus derivados.  
REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
27 
 
La acción bioquímica de esta vitamina se debe a que forma parte de coenzimas tales como 
la flavín-mononucleótido (FMN), flavín-dinucleótido (FDA) y otras coenzimas de flavina. Estas 
coenzimas participan en numerosas reacciones del metabolismo, y en particular, en reacciones 
de óxido-reducción. El FAD participa en la cadena respiratoria, y tiene un papel fundamental 
en la célula para la formación de ATP. También participa en la formación de glutatión reducido, 
que es un agente esencial en los procesos de reducción intracelular y, de esta forma, 
contribuye activamente a la protección frente al estrés oxidativo.  
     La ingesta recomendada diaria de riboflavina es de 1,1-1,8 mg para la población adulta 
española (Moreiras et al., 2013). La semilla de soja aporta alrededor de 0,4 mg de riboflavina 
por cada 100 g y la almendra alrededor de 1 mg/100 g.  
     La estructura química de la riboflavina se muestra en la Figura 1.2. La riboflavina es bastante 
estable a las condiciones habituales de manipulación y almacenamiento de los alimentos, con 
pérdidas del orden del 10-15%. La iluminación, especialmente en la zona del 420-560 nm, da 
lugar, mediante reacción fotoquímica, a la formación de lumiflavina.  
 
Figura 1.2. Estructura de la riboflavina (vitamina B2) y de sus derivados, la riboflavina fosfato y 
el flavín adenín fosfato (FAD). 
 
 
1.6.3. Niacina (vitamina B3): La deficiencia clásica de niacina da lugar a la pelagra que, en los 
países industrializados, aparece sólo en personas con alcoholismo crónico o en situaciones que 
impiden el metabolismo del triptófano. No hay efectos adversos asociados con el consumo 
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excesivo de niacina procedente de alimentos tal y como se presenta en la naturaleza, pero sí 
pueden aparecer por ingesta excesiva a partir de complementos o alimentos enriquecidos. Los 
efectos adversos potenciales de la ingesta excesiva de niacina incluyen rubor, naúseas, 
vómitos, hepatotoxicidad, visión borrosa y alteración en la tolerancia a la glucosa.  
     La niacina o ácido nicotínico y su amida, la nicotinamida, son derivados del alcaloide 
nicotina, y fue descubierta como factor capaz de prevenir el desarrollo de la pelagra. El 
término niacina incluye una serie de compuestos (vitámeros) con actividad biológica asociada 
a la nicotinamida, incluyendo al ácido nicotínico, la propia nicotinamida y una amplia variedad 
de nucleótidos de piridina. La nicotinamida se denomina también niacinamida, vitamina PP y 
vitamina B3. Tanto la nicotinamida como el ácido nicotínico se absorben en el estómago y el 
intestino delgado a través de un sistema de co-transporte dependiente de sodio o por difusión 
pasiva. La mayor parte de la niacina se convierte a NAD en las células intestinales, donde 
posteriormente es transformada en nicotinamida, para ser liberada a la circulación. El hígado 
constituye un órgano central en el metabolismo de la niacina, donde, además de acumularse 
preferentemente en forma de NAD, se transforma en distintos metabolitos metilados y/o 
hidroxilados, que son eliminados por la orina.  
     Las formas biológicamente activas de la niacina son las coenzimas nicotinamida-adenina-
dinucletótido (NAD+) y nicotinamida-adenina-dinucletótido-fosfato (NADP+), que participan en 
reacciones de óxido-reducción. Aparte de sus efectos como sustrato en la síntesis de niacina, el 
ácido nicotínico inhibe la lipólisis en el tejido adiposo y, por ello se utiliza como agente 
hipolipemiante en situaciones de hiperlipidemia. De esta forma, puede ser considerado como 
un factor protector frente a la enfermedad cardiovascular en dichos pacientes 
hiperlipidémicos (Sahebkar, 2014).  
     La ingesta recomendada diaria de equivalentes de niacina es de 12-20 mg para la población 
adulta española (Moreiras et al., 2013). 1 equivalente de niacina = 1 mg de niacina = 60 mg de 
triptófano dietético. La semilla de soja aporta alrededor de 3 mg de niacina por cada 100 g y la 
almendra contiene alrededor de 3,5 mg/100 g. La niacina es estable a las condiciones 
ordinarias de manipulación de los alimentos. Su estructura se representa en la Figura 1.3.  
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Figura 1.3. Estructura del ácido nicotínico (niacina) y de la nicotinamida.  
 
 
1.6.4. La vitamina E (tocoferoles): La vitamina E está constituida por una serie de sustancias 
denominadas tocoferoles, que se diferencian en el número y posición de los grupos metilo en 
el anillo bencénico y de los cuales el α-tocoferol es el más abundante en nuestro organismo y 
es el que presenta una mayor actividad biológica. Su estructura se representa en la Figura 1.4.  
     La aparición de deficiencias de vitamina E debidas a la dieta en España es rara, 
generalmente solo ocurre en personas con problemas, normalmente hereditarios, de 
absorción o metabolismo de esta vitamina. La ingesta recomendada diaria de vitamina E es de 
10-12 mg para la población adulta española (Moreiras et al., 2013). La semilla de soja aporta 
alrededor de 15 mg/100 g, siendo el γ-tocoferol su forma mayoritaria (Warner & Gehring, 
2009). La almendra contiene alrededor de 27 mg por cada 100 g. Las almendras son 
consideradas uno de los alimentos más ricos en α-tocoferol (Chen et al., 2006). 
     Durante el procesado y almacenamiento de los aceites y a lo largo de la preparación de los 
alimentos ocurren pérdidas considerables en el contenido de vitamina E, siendo los procesos 
térmicos en los que dan lugar a las mayores pérdidas de esta vitamina, al existir un mayor 
contacto con el calor y el oxígeno (Mataix y Ochoa, 2002). 
     La principal función de la vitamina E en el organismo es que, coordinada con otras 
moléculas y enzimas, participa en la defensa de las células frente a los efectos nocivos de los 
radicales libres, considerándose actualmente un antioxidante que aporta sustanciales 
beneficios al organismo. Sin embargo, ciertos estudios in vitro han encontrado un efecto 
prooxidante del tocoferol, efecto que sería menos importante in vivo gracias a su regeneración 
por el ubiquinol-10 o el ácido ascórbico (Niki et al., 2005).  
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Figura 1.4. Estructura de los tocoferoles.  
 
     El mecanismo de acción antioxidante, tanto en el organismo como en los alimentos, 
consiste en la interrupción de las etapas de propagación del proceso de autoxidación y de la 
reacción con el oxígeno singulete en el proceso de fotoxidación. En la autoxidación, los 
tocoferoles interrumpen las reacciones en cadena mediante la donación de un hidrógeno al 
radical peroxilo originando un radical ariloxilo y un hidroperóxido (reacción I) (Burton e Ingold, 
1986). Los radicales ariloxilo resultantes se estabilizan por deslocalización electrónica de la 
estructura fenólica, reaccionando fácilmente con otros radicales peroxilo para formar 
productos estables (reacción II), resultando poco probable que abstraigan átomos de 
hidrógeno de moléculas lipídicas intactas. Los múltiples productos de oxidación de los 
tocoferoles, que pueden formarse a partir de los radicales ariloxilo mediante una complicada 
gama de reacciones, incluyendo reacciones bimoleculares de radicales ariloxilo para formar 
dímeros (reacción III), constituyen un tema de estudio complejo de gran importancia debido a 
que no se conoce claramente su contribución al efecto antioxidante (Kamal-Eldin y Appelqvist, 
1996; Frankel, 1996).  
ROO•+ AH ⇔ROOH + A• (reacción I) 
A•+ ROO•→ROOA (reacción II) 
A•+ A•→AA (reacción III) 
 
      La actividad antioxidante de los tocoferoles presenta un creciente interés desde que se les 
atribuyó carácter protector frente a enfermedades degenerativas crónicas como las 
enfermedades coronarias o metabólicas (Packer y Obermüller-Jevic, 2002; Walsh, 2005; 
Karademir & Ozer, 2013). Aunque su utilidad en la prevención de trombos en las arterias es 
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aún discutible (Stanley, 2005), se ha reconocido su actividad antihipertensiva (Perona et al., 
2004). También se ha relacionado con un efecto protector frente a la degeneración neuronal y 
la aparición de diferentes tumores (Smolarek y Suh, 2011; Karademir y Ozer, 2013). La 
vitamina E, específicamente el succinato de α-tocoferol, su forma más activa, puede inducir 
apoptosis directa o indirectamente en las células tumorales, dependiendo de la dosis, del 
periodo de exposición y del tipo de células (Flebes et al., 2002; Smolarek y Suh, 2011). Además, 
se ha observado que la vitamina E, puede ayudar a retrasar el inicio de la diabetes mellitus tipo 
2, e incluso, mejorar el control de la glucemia (Packer y Obermüller-Jevic, 2002). Igualmente, 
se ha señalado que juega un importante papel como “regulador genético” a nivel del ARNm, lo 
que podría tener consecuencias en la regulación de transcripción de genes, estabilidad del 
ARNm, traducción de proteínas y estabilidad proteica (Gliszczynska-Swiglo y Sikorska, 2004).  
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2 
Compuestos bioactivos de la soja y almendra 
 
2.1. Las isoflavonas 
     Las isoflavonas pertenecen al grupo de los flavonoides y son un conjunto de más de 5.000 
compuestos químicos pertenecientes a la familia de los polifenoles. Se trata de un amplio y 
heterogéneo grupo de moléculas que comparten la característica de poseer en su estructura 
varios grupos fenólicos. Los flavonoides son compuestos naturales pigmentados específicos de 
las plantas, en las que desempeñan un importante papel, ya que intervienen en el control del 
crecimiento y diferenciación de la planta. El organismo humano no puede sintetizarlos, pero se 
les han atribuido propiedades saludables y protectores frente a enfermedades cuando se 
ingieren regularmente.  
     Las isoflavonas son los flavonoides más abundantes y de mayor interés de la soja, que es el 
único alimento que las contiene en cantidades relevantes (Mazur, 1998). Existen tres formas 
libres (agliconas) mayoritarias de isoflavonas: Genisteína (Ge), Daidzeína (De) y Gliciteína (Gle). 
Las isoflavonas normalmente se encuentran en los alimentos en forma de: 
a)  agliconas (Ge, De y Gle),  
b) β-glucósidos (Genistina (Gi), Daidzina (Di), y Glicitina (Gly)),  
c) acetil-β-glucósidos (6″-O-acetil-β-genistina (AGI), 6″-O-acetildaidzina (ADI) y 6″-O-
acetilglicitina (AGLY)), y 
d) malonil-β-glucósidos (6″-O-malonilgenistina (MGI), 6″-O-malonyildaidzina (MDI), y 6″-
O-malonilglicitina (MGLY)) (Wang & Murphy, 1994) (Figura 2.1).  
En la semilla de soja, las isoflavonas están presentes mayoritariamente en forma de 
malonil-β-glucósidos (un 70-80%), seguido de β-glucósidos (Charron et al., 2005). El contenido 
total de isoflavonas en las semillas de soja puede variar en función de la variedad de la semilla 
de soja, que a su vez puede depender del cultivo, el origen geográfico, el momento de la 
cosecha, las condiciones de crecimiento y factores genéticos, o el grado de maduración (Wang 
y Murphy, 1994; Tsukamoto, et al., 1995; Hutabarat et al., 2001; Lee et al., 2007). El procesado 
y almacenamiento de los productos derivados de la soja afecta tanto al contenido como a la 
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distribución de las formas químicas de las isoflavonas (Eisen et al. 2003; Huang et al., 2006; 
Villares et al., 2011).   
 
Figura 2.1. Estructura química de las agliconas (a) y de sus derivados conjugados (b). 
 
     Las tablas de composición de alimentos generalmente no incluyen datos de contenido en 
isoflavonas aunque la base de datos del Departamento de Agricultura de Estados Unidos 
(USDA) sí que incluye contenidos de Genisteína, Daidzeína y Gliciteína en diferentes alimentos 
derivados de la soja (U.S. Department of Agriculture, 2008). También incluye datos de 
isoflavonas, la base de datos VENUS, objeto del proyecto de la Unión Europea “Vegetal 
Estrogens in Nutrition and the Skeleton (VENUS)” (http://www.phytohealth.org/venus/), 
desarrollada para evaluar la ingesta de isoflavonas en la población europea (Italia, Reino 
Unido, Irlanda y Holanda) (Kiely et al., 2003). 
     Las isoflavonas pueden alcanzar contenidos de 500 mg/100 g en la semilla (Isanga & Zhang, 
2008). En estado natural se encuentran asociadas a las proteínas. Las isoflavonas están 
presentes en prácticamente todos los productos que se obtienen a partir de la semilla de soja, 
con la excepción del aceite de soja, tales como bebida de soja, tofu, tempeh, harina, miso, o 
proteína vegetal texturizada, entre otros.  
R1 R2 R3
H H H Daidzina
OH H H Genistina
H OCH3 H Glicitina
H H COCH3 6"-O -Acetildaidzina
OH H COCH3 6"-O -Acetilgenistina
H OCH3 COCH3 6"-O -Acetilglicitina
H H COCH2COOCH 6"-O -Malonildaidzina
OH H COCH2COOCH 6"-O -Malonilgenistina
H OCH3 COCH2COOCH 6"-O -Malonilglicitina
R1 R2
H H Daidzeína
OH H Genisteína
H OCH3 Gliciteína
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     Otras legumbres, como lentejas, guisantes, judías blancas y garbanzos tienen una cantidad 
de isoflavonas mucho menor que la soja (0,1-0,7 mg/100g) (según tablas U.S. Department of 
Agriculture, 2008). Las crucíferas (col y coliflor) contienen muy poca cantidad de isoflavonas (5-
10 μg/100 g peso seco). La cebada es el único cereal que contiene isoflavonas (10-15 μg/100 g 
de peso seco) (Mazur, 1998) y un estudio realizado con cervezas Checas y Eslovacas reporta 
una concentración de isoflavonas en estas cervezas de 0,17-6,74 nM (Lapcík et al., 1998). 
 
2.1.1. Consumo de isoflavonas 
     La soja es la fuente más importante de isoflavonas de la dieta (Rozman et al., 2006) por lo 
que el consumo de productos derivados de la soja determina de manera muy importante el 
consumo humano de isoflavonas. En este sentido, la población asiática es la que ingiere más 
isoflavonas debido al elevado consumo de soja y sus productos derivados, siendo el consumo 
medio en los países Asiáticos de 20-50 mg/día (Adlercreutz, et al., 1991; Nagata, et al., 1997; 
Klein y King, 2007). En Estados Unidos el consumo de isoflavonas se encuentra en 0,15-3 
mg/día, y en algunos países de Europa la ingesta de isoflavonas es inferior a 1 mg /día 
(Committee on Toxicity, 2003; Rozman et al., 2006; van Erp-Baart, et al., 2003; Valsta, et al., 
2003; Mulligan et al., 2007; Klein y King, 2007). La dosis saludable de isoflavonas se ha 
establecido entre 30-50 mg/día (Lye, et al., 2009). Además del contenido de isoflavonas de la 
dieta, otra fuente importante en mujeres es la utilización de complementos alimenticios con 
extracto de isoflavonas para el tratamiento de la menopausia, los cuales aportan 
concentraciones de 40 a 80 mg de isoflavonas. 
 
2.1.2. Absorción y metabolismo de las isoflavonas 
     Diversos estudios han demostrado que las isoflavonas se absorben preferentemente como 
agliconas, que son más fácilmente absorbidas que los glucósidos debido a su mayor 
liposolubilidad y menor peso molecular (Kano et al., 2006; Cassidy, 2006). La absorción de 
isoflavonas requiere una hidrólisis previa de las formas β-glucosidadas a sus formas agliconas y 
este hecho, dependiendo de que se encontraran mayoritariamente como glucósidos o como 
agliconas, sería un factor determinante de la velocidad de absorción de las isoflavonas de los 
alimentos (Manach et al., 2004). Hay estudios que no encuentran diferencias en la absorción 
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entre las formas β-glucosidadas y las agliconas (Richelle et al., 2002; Zubik et al., 2003) 
mientras que otros demuestran una mayor absorción y más rápida de las agliconas (Izumi et 
al., 2000; Kano et al., 2006; Cassidy, 2006). También parece que la matriz del alimento y la 
edad de los consumidores pueden condicionar la biodisponibilidad y farmacocinética de las 
isoflavonas (Cassidy et al., 2006). 
     Cuando se ingieren β-glucósidos de isoflavonas, estos son hidrolizados por β-glucosidasas 
de la mucosa intestinal y de bacterias de la microbiota intestinal, liberándose la aglicona 
(Setchell, 2002a; Barnes, 2010). La actividad β-glucosidasa del intestino parece aumentar con 
el consumo habitual de productos de soja (Wiseman et al., 2004). Las agliconas pueden ser 
directamente absorbidas o bien ser metabolizadas por las bacterias de la flora intestinal a 
diferentes metabolitos que son posteriormente absorbidos. En el caso de la genisteína, se ha 
descrito que es convertida en dihidrogenisteína y 6’-hidroxi-O-desmetilangiolensina, las cuales 
son más fácilmente absorbibles y tienen mayor biodisponibilidad. A su vez, la daidzeína es 
convertida en equol y O-desmetilangiolensina (Barnes, 2010). De estos metabolitos el que ha 
generado más interés es el equol, que parece tener una actividad más potente que la propia 
isoflavona (Setchell et al. 2002b) (Setchell et al., 2005). Mientras que todos los roedores 
alimentados con proteína de soja generan equol (Brown et al., 2001), solo el 20-30% de 
humanos son productores de equol después de ingerir isoflavonas (Hedlund et al., 2005). Se 
sugiere por ello que los humanos productores de equol presentan respuestas más favorables a 
los efectos de las isoflavonas (Hedlund et al., 2005) (Setchell et al., 2005) y se ha determinado 
que la capacidad de producir equol está favorecida por el consumo de altas cantidades de soja 
de forma continuada (Hedlund et al., 2005). 
     Una vez absorbidas, las agliconas son rápidamente conjugadas en el intestino con ácido 
glucurónico (por medio de la UDP-glucuronosil transferasa) y en menor proporción con sulfato 
(sulfotransferasas) (Barnes, 2010). La conjugación se puede producir también en el hígadoya 
que se ha demostrado que este órgano también posee actividad gluconosil transferasa y 
sulfotransferasa (Ronis et al., 2006; Barnes, 2010). 
     Las isoflavonas circulan por el plasma mayoritariamente en forma conjugada con ácido 
glucurónico (forma mayoritaria) y sulfato; las formas libres son minoritarias (Hosoda et al., 
2010). Las isoflavonas conjugadas y sus metabolitos son excretados por la bilis y la orina. Los 
conjugados excretados vía biliar pueden ser eliminados en las heces o hidrolizados y/o 
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metabolizados por las bacterias intestinales posibilitando su reabsorción (circulación 
enterohepática) (Barnes, 2010). La actividad de las bacterias intestinales hidrolizando los 
conjugados de isoflavonas y la generación de metabolitos más activos que las formas 
parentales explican que el perfil de la microflora intestinal individual puede afectar de manera 
significativa la biodisponibilidad y actividad de la isoflavonas (Committee on Toxicity, 2003). 
     Las isoflavonas y sus metabolitos se encuentran ampliamente distribuidos en los fluidos 
corporales, pero no hay estudios definitivos de su distribución tisular en humanos. La 
concentración plasmática de genisteína en la población asiática es de 90-1200 nM y en 
Finlandia y Canadá es de 0,5-8 nM para omnívoros y 17-45nM para vegetarianos (Rozman et 
al., 2006b). La concentración máxima plasmática se alcanza entre 1 y 8 horas después de 
ingerir las isoflavonas. Hay evidencias del paso de isoflavonas y sus metabolitos al 
compartimento fetal, encontrándose en el plasma del cordón umbilical y en el fluido amniótico 
concentraciones similares a las del plasma materno (Rozman et al., 2006b) (Committee on 
Toxicity, 2003). Diferentes estudios indican que las isoflavonas llegan a la leche materna siendo 
por tanto una fuente de isoflavonas para los lactantes (Rozman et al., 2006a). 
 
2.1.3. Mecanismo de acción 
     La capacidad de las isoflavonas para unirse a los receptores estrogénicos se conoce desde 
hace más de 40 años (Barnes, 2010), aunque esta capacidad puede verse mermada tanto por 
la metilación como por la glucosilación de los grupos hidroxilo. Estudios con células humanas 
han demostrado la selectividad de las isoflavonas por los receptores estrogénicos de tipo β‚ 
siendo esta afinidad de 7 a 30 veces mayor que la afinidad por el tipo α, a diferencia del 17 β-
estradiol que presenta afinidades similares por los receptores estrogénicos tipo α y β 
(Fitzpatrick, 2003). El complejo resultante de la unión de las isoflavonas es funcionalmente 
equivalente al formado por el 17 β-estradiol ya que es capaz de inducir actividad 
transcripcional, aunque para que esto ocurra es necesario que la concentración de genisteína o 
daidzeína sea 104 veces mayor que la del 17 β-estradiol. No obstante, esta actividad no es 
exactamente igual a la inducida por el 17 β-estradiol, debido a que la estructura 
conformacional del complejo que forma la isoflavona con el receptor estrogénico es diferente 
a la del complejo que forma el estradiol, aunque esto se compensa por el hecho de que las 
isoflavonas tienen mayor afinidad por los receptores estrogénicos que el 17 β-estradiol 
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(Barnes, 2010). De hecho, aunque la potencia estrogénica de las isoflavonas de la soja sea 
inferior a la del estradiol, niveles elevados de ellas en sangre pueden generar una amplia 
variedad de efectos fisiológicos. También se encuentra documentada la posibilidad de que las 
isoflavonas tengan capacidad antiestrogénica. Parece que la actividad estrogénica agonista o 
antagonista de las isoflavonas depende de la cantidad de estrógenos endógenos, de manera 
que actuarían como agonistas a concentraciones bajas de estrógenos y de antagonistas a 
concentraciones elevadas (Hwang et al., 2006). Existen también estudios que han demostrado 
efectos de la genisteína y el coumestrol inhibiendo la conversión de estrona a 17 β-estradiol 
(Head, 1999). 
     Es importante destacar que las isoflavonas también modulan diferentes receptores 
nucleares, mecanismo por el cual pueden ejercer sus funciones fisiológicas (Xiao et al., 2008). 
Las isoflavonas, especialmente la genisteína, modulan la expresión de los receptores 
nucleares: receptor de estrógenos, receptor de progesterona, receptor de andrógenos, 
receptor de la vitamina D y receptor del ácido retinoico. La regulación de la expresión de estos 
receptores se ejercería mediante la acción de las isoflavonas sobre el receptor de estrógenos‚ 
o por mecanismos no ligados a receptores, como la inhibición de la tirosina quinasa. 
 
2.1.4. Isoflavonas como antioxidantes 
     Los fitoestrógenos de la soja tienen la propiedad de actuar como agentes antioxidantes en 
los sistemas biológicos. La capacidad antioxidante de las isoflavonas, como la del resto de los 
flavonoides, se debe, sobre todo, a que su estructura química incluye un número variable de 
grupos fenólicos. Sus efectos antioxidantes se llevan a cabo, principalmente, por su capacidad 
de inhibir enzimas generadoras de radicales, por activar las enzimas antioxidantes (Valsecchi et 
al., 2011), por su capacidad para unirse enzimas, transportadores de hormonas, ADN y 
protegerlos, y por quelar iones metálicos como el hierro, cobre y zinc (Shaterzadeh et al., 
2011). Sobre todo, destacan por ser potentes antioxidantes directos (scavenger) debido a su 
capacidad de secuestrar, desactivar y depurar radicales libres (Hsieh et al., 2011). Los radicales 
libres se caracterizan por su gran inestabilidad energética, lo que les convierte en agentes 
altamente reactivos, con un gran poder oxidante y lesivo para las células (Omoni et al., 2005; 
Opara & Rockway, 2006). Mediante la actividad antioxidante, las isoflavonas protegen a las 
células del ataque oxidativo de los radicales libres, siendo la genisteína la que presenta mayor 
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actividad  in vitro (genisteína > daidzeína = equol > genistina = biochanina A = daidzina > 
formononetina; esta última apenas tiene actividad antioxidante) (Ruiz-Larrea et al., 1997). 
     Gran parte de la eficacia antioxidante de las isoflavonas se debe a su carácter anfifílico, es 
decir, a ser liposolubles e hidrosolubles, disolviéndose en las membranas celulares, a las que 
protege del ataque oxidativo de los radicales libres. Así, se ha observado que las isoflavonas 
bloquean la oxidación del ácido linoleico y de los fosfolípidos de las membranas celulares y 
lipoproteínas LDL, reduciendo también la citotoxicidad de las LDL oxidadas (Pansini et al., 
2005; Ahn-Jarvis et al., 2012; Schrader, et al., 2012). Además, al ser también solubles en 
medios acuosos, como el plasma sanguíneo y el citoplasma celular, impiden la oxidación de las 
proteínas plasmáticas y de otros compuestos disueltos. Por esta razón, a diferencia de otros 
antioxidantes que no son anfifílicos, las isoflavonas de la soja pueden traspasar la barrera 
hematoencefálica y proteger a las células cerebrales, muy sensibles a las lesiones por radicales 
libres (Rice-Evan, 2004).  
 
2.1.5. Efectos de las isoflavonas sobre la salud 
     En los últimos años se han efectuado numerosos estudios sobre el potencial efecto 
beneficioso de las isoflavonas, particularmente desde un punto de vista preventivo. La mayor 
parte de los estudios realizados están asociados al consumo de fitoestrógenos aislados, y es 
importante destacar que en la soja pueden existir otros componentes activos en que 
contribuyan a los efectos observados. En especial, el consumo de soja está asociado a una 
mejora de los síntomas menopáusicos en mujeres y a una reducción en la incidencia de 
algunas enfermedades de amplia prevalencia como son la enfermedad cardiovascular, la 
osteoporosis, la obesidad y el cáncer.  
 
a) Menopausia 
     La menopausia implica un incremento de la concentración en suero de la hormona 
estimulante de los folículos (FSH), fallo ovárico y unos niveles plasmáticos reducidos de 
estradiol, lo cual provoca una serie de síntomas y patologías asociadas, principalmente de tipo 
cardiovascular y óseo. Para prevenir o paliar estos síntomas se emplea la Terapia Hormonal 
Sustitutiva (THS), constituida por hormonas esteroideas, principalmente estrógenos y 
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progestágenos (Simon, et al., 2001; Borrelli & Ernst, 2010). Sin embargo, la THS está siendo 
cuestionada ya que se ha descrito alguna asociación potencial con un incremento del riesgo de 
padecer enfermedades cardiovasculares o cáncer de mama (Simon, et al., 2001; Beral, 2003; 
Borrelli & Ernst, 2010). La mayor parte de los estudios llevados a cabo en mujeres han sido 
orientados a examinar la habilidad de los fitoestrógenos para mitigar los síntomas de la 
menopausia, ya que se consideran una alternativa natural a la THS.  
     Existen numerosos ensayos clínicos y estudios epidemiológicos que examinan los efectos 
beneficiosos de los fitoestrógenos en la menopausia. Estos estudios demuestran que los 
complementos alimenticios con soja o isoflavonas reducen significativamente el número de 
sofocos y mejoran síntomas como palpitaciones, cefaleas, insomnio, cansancio, melancolía, 
irritabilidad, vértigos, fatiga, artromialgias, etc. (Ruíz-Larrea et al., 1997; Nagata et al., 2001; 
Somekawa et al., 2001; Beral, 2003; Turner et al., 2004; Bryant et al., 2005 ; Cassidy y Hooper, 
2006; Ryan-Borchers et al., 2006; Borrelli y Ernst, 2010; Crawford, et al., 2013 ; Lagari y Levis, 
2013; Liu, et al., 2014; Bedell, et al., 2014). En España, se realizó un ensayo clínico con un 
grupo de mujeres posmenopáusicas (n=109) en el que se observó una disminución 
estadísticamente significativa de la incidencia de varios síntomas asociada a un consumo de 
isoflavonas (Albert et al., 2002). Sin embargo, otros investigadores no observaron efectos 
significativos sobre ninguno de los síntomas climatéricos (Kronenberg y Fugh-Berman; 2002; 
Krebs et al.; 2004; Nelson et al., 2006; Reed, et al., 2013; Gold, et al., 2013). El Libro de 
Consenso en Fitoterapia Ginecológica (2008) concluye que se ha demostrado la eficacia de las 
isoflavonas para tratar los sofocos, mientras que aún no se ha evidenciado su eficacia en otros 
síntomas del climaterio.  
 
b) Osteoporosis 
     La observación de que las mujeres del sureste asiático manifiestan una menor incidencia de 
osteoporosis propició la hipótesis de que la soja o los fitoestrógenos de la soja podían ser una 
alternativa a la terapia hormonal en la prevención de esta patología de tanta incidencia en las 
mujeres posmenopáusicas. La mayoría de los estudios realizados, indican que las isoflavonas 
de soja son efectivas en el mantenimiento de la densidad mineral del hueso en mujeres 
posmenopáusicas (Tyagi et al., 2012; Park y Weaver, 2012; Pru, 2012; Lagari y Levis, 2013;  
Lagari y Levis, 2014; Bedell et al., 2014). A esta evidencia se ha llegado mediante:  
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a) estudios realizados en cultivos tisulares y con células aisladas de hueso, comprobando 
que la genisteína y daidzeína aumentan la proliferación y diferenciación osteoblástica y 
la síntesis de colágeno, desapareciendo el efecto si se añaden al medio 
“antiestrógenos”.  
b) estudios con animales de laboratorio demuestran que las isoflavonas previenen la 
pérdida de masa ósea e incrementan el número de osteoblastos y la actividad 
osteogénica, responsables de la formación del hueso.  
c) estudios en seres humanos en los que se observan efectos variables, no siempre 
coincidentes, pero en general señalan un cierto efecto protector frente a la 
osteoporosis, ya que la soja o sus isoflavonas reducen los niveles sanguíneos de varios 
marcadores de resorción ósea e incrementan los de los marcadores de la formación de 
hueso (osteocalcina, FA ósea e IGF-1). Sin embargo, otros investigadores no han 
logrado observar tal efecto, y tampoco se dispone de resultados contrastados que 
demuestren que la soja o sus derivados pueden ayudar a reducir el riesgo de fracturas 
en la práctica clínica (Omoni y Aluko, 2005; Pansini et al., 2005; Chen et al. 2003; 
Galagher et al. 2004; Turner et al., 2013).  
     El mecanismo de acción aún no es del todo conocido, pero se ha sugerido que las 
isoflavonas modulan el sistema de la osteoprotegerina, cuya alteración puede causar la 
osteoporosis. La osteoprotegerina es secretada por los osteoblastos que son los encargados de 
construir el hueso. Si la actividad de los osteoclastos, encargados de la reabsorción, es mayor 
que la de los osteoblastos habrá una reducción gradual de la estructura ósea, conduciendo a la 
osteoporosis. La osteoprotegerina neutraliza el sistema de ligandos nucleares κβ regulando la 
diferenciación de osteoclastos y su actividad. Las isoflavonas y concretamente las genisteínas, 
estimulan la actividad de la osteoprogerina. Esta actividad moderada es suficiente para 
estimular una formación continua de los huesos (Crisafulli et al., 2004; Morris et al., 2006; 
Bitto et al., 2010; Dai, et al., 2013; Park et al., 2014). 
 
c) Enfermedad cardiovascular 
     Existen evidencias epidemiológicas de una menor incidencia de la enfermedad 
cardiovascular asociada al consumo de soja en países asiáticos, con una dieta menos rica en 
grasas saturadas y gran consumo de soja y derivados, en comparación con Europa y 
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Norteamérica. Sin embargo, hay que destacar que no ha sido posible concluir si los efectos anti 
hipercolesterolémicos descritos serían debidos a la soja o a sus fitoestrógenos. 
     Existen estudios que indican que las isoflavonas afectan positivamente al sistema vascular, 
tanto directamente, a través de su interacción con los receptores estrogénicos de la pared del 
sistema vascular, como indirectamente, modificando el perfil de lipoproteínas circulantes, o 
impidiendo mediante su acción antioxidante la oxidación del colesterol de las lipoproteínas 
LDL (Rubanyi et al., 2002; Navarro, 2005; Wong, et al., 2012; Pusparini et al., 2013). Numerosos 
estudios clínicos han revelado los efectos de las isoflavonas de la soja sobre el sistema 
cardiovascular (Dewell et al., 2006; Omoni et al., 2005; Cornell et al., 2004; Curtis, et al., 2012; 
Lee, et al., 2012; Wong, et al., 2012; Schrader, et al., 2012; Pusparini et al., 2013; Santhakumar 
et al., 2013; Lateef, et al., 2013), comprobando que disminuyen el riesgo de enfermedad 
cardiovascular (Figura 2.2):  
 
Figura 2.2. Principales acciones de las isoflavonas sobre el sistema cardiovascular. 
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• Efecto hipolipemiante y mejora del perfil lipídico, las isoflavonas, junto con las proteínas de 
la soja, contribuyen a reducir el colesterol total, el colesterol LDL y los triglicéridos del plasma 
(Ahn-Jarvis et al., 2012; Zhang, et al., 2013; Curtis et al., 2012). Este efecto se ha observado en 
humanos, y se ha comprobado que no se produce sólo con dieta suplementada con proteína 
de soja sin isoflavonas (Dewell et al., 2006; Cassidy & Hooper, 2006; Curtis et al., 2012). 
• Efecto antiaterogénico indirecto, debido a la acción antioxidante de las isoflavonas, que 
protege a las lipoproteínas LDL, cuya oxidación es una de las primeras fases en la formación de 
placas aterógenas en la pared vascular (Omoni et al., 2006, Cassidy & Hooper, 2006; Ahn-Jarvis 
et al., 2012; Schrader, et al., 2012).  
• Efecto antitrombótico, inhibiendo la agregación plaquetaria mediante la inhibición de las 
tirosinquinasas, la inhibición competitiva de la unión del tromboxano A-2 a su receptor 
plaquetario o un mecanismo de bloqueo de los canales de calcio, lo que reduce el riesgo de 
tromboembolismo (Cornell et al., 2004; Montalbán, 2005; Santhakumar et al., 2013). 
• Acción vasodilatadora, aumentando la respuesta a la acción vasodilatadora de la 
acetilcolina. Las isoflavonas reducen la producción de endotelina 1, un péptido 
vasoconstrictor, y la concentración de calcio libre intracelular, favoreciendo así la relajación del 
músculo liso de la pared vascular (Cassidy & Hooper, 2006; Henno et al., 2009; Yang et al., 
2010).   
     No existe aún consenso sobre los efectos de las isoflavonas en las enfermedades 
cardiovasculares, pero cabe citar que el American Heart Association Nutrition Committee 
(Sacks et al., 2006) elaboró un informe sobre los efectos de las isoflavonas en factores de 
riesgo de las enfermedades cardiovasculares (colesterol-LDL, colesterol-HDL, triglicéridos, 
lipoproteína y presión arterial), a partir de la literatura científica publicada en los 10 años 
anteriores, y sus conclusiones son que las isoflavonas no reducen significativamente el 
colesterol-LDL y no modifican significativamente el colesterol-HDL, los triglicéridos y la presión 
arterial. Sin embargo, la American Heart Association, aunque recomienda no consumir 
complementos de isoflavonas, si aconseja consumir productos de soja por sus potenciales 
efectos beneficiosos para la salud cardiovascular, derivados de su alto contenido en grasa 
poliinsaturada, fibra, vitaminas y minerales y su bajo contenido en grasa saturada (Sacks et al., 
2006). 
REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
43 
 
d) Diabetes y obesidad 
Dietas ricas en soja y derivados pueden tener también efectos beneficiosos sobre diversos 
aspectos de la diabetes y la obesidad (Kwon et al., 2010; Behloul & Wu, 2013; Sakamoto et al., 
2013; Palacios-González et al., 2014). Estos  efectos se han descrito tanto en humanos sanos 
como en obesos y en diabéticos; sin embargo, no está resuelto que componentes de la 
proteína de soja son los responsable. Podrían atribuirse a los fitoestrógenos, saponinas, 
inhibidores de tripsina, al tipo y cantidad de fibra, a la composición en aminoácidos de la 
proteína y a la composición en ácidos grasos del aceite de soja o a efectos sinérgicos entre los 
factores citados (Bhathean y Velasquez, 2002).  
Las dietas ricas en proteína de soja podrían mejorar la diabetes y la obesidad reduciendo la 
resistencia a la insulina (Teixeira et al., 2004; Jayagopal et al., 2002; Sakamoto et al., 2013) y la 
adiposidad a través de inhibición de la secreción de insulina por las células β pancreáticas 
(Bhathean y Velasquez, 2002; Liu et al., 2006; Fu et al., 2010) o mediante una inhibición de la 
lipogénesis y un aumento de la lipólisis en hígado y tejido adiposo (Szkudelska et al., 2000; Kim 
et al., 2010; Behloul & Wu, 2013), pero hay información contradictoria y en mujeres 
premenopáusicas no se han podido constatar efectos sobre la diabetes y la obesidad (Duncan 
et al., 1999a y 1999b; Charles et al., 2009). 
 
e) Cáncer 
     Numerosos  estudios han intentado establecer la relación entre consumo de soja y  diversos 
tipos de cáncer, ya que se ha observado que la incidencia es mucho menor en países asiáticos 
donde el consumo de soja y sus derivados es elevado. También se ha señalado que la baja 
incidencia podría estar relacionada con el  estilo de vida, la dieta y la ingesta de grasas y fibras 
(Magee et al., 2004).  
     Diversos estudios clínicos y experimentales, in vivo e in vitro, han permitido comprobar que 
las isoflavonas de la soja, principalmente la genisteína, inhiben la actividad de numerosas 
enzimas celulares de gran importancia funcional, como la tirosina-quinasa (Zhang et al., 2011; 
Mita et al., 2013), y reducen el número de receptores celulares para diversos factores de 
crecimiento implicados en procesos de proliferación y diferenciación celular, tales como EGF 
(factor de crecimiento epidérmico), IGFs (factores de crecimiento relacionados con la insulina 
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o insulin-like grown factors), TGF (factor de crecimiento tumoral) y otros. Todos estos factores 
han sido implicados en el crecimiento de diversos tumores, y por ello la  reducción del número 
de receptores provocado por las isoflavonas se traduciría en un menor riesgo de proliferación 
tumoral (Hwang et al., 2013). Entre los distintos tipos de cáncer estudiados cabe destacar los 
de mama, endometrio, próstata y colón. 
Cáncer de mama: Los resultados recogidos en la bibliografía respecto a la relación entre estos 
cánceres y los fitoestrógenos son  contradictorios. Por ejemplo, en algunos estudios se ha 
señalado que la genisteína puede ejercer un efecto protector en animales frente al cáncer de 
mama inducido químicamente, mientras que en otros se indica  que la genisteína estimula el 
crecimiento de tumores mamarios implantados (Messina et al. 2006; Ma et al., 2014). En 
estudios clínicos y epidemiológicos en humanos se han encontrado también resultados 
contradictorios sobre el efecto protector de las isoflavonas en el cáncer de mama (Fritz, et al, 
2013; Xie, et al., 2013; Virk-Baker et al., 2014). En España, la Sociedad Española de Ginecología 
y Fitoterapia (SEGIF) ha concluido que, a la vista de los estudios científicos, no se puede 
sustentar adecuadamente el efecto protector de las isoflavonas frente al desarrollo del cáncer 
de mama, aunque sí consideran que hay evidencia científica para sostener que las isoflavonas 
no suponen un factor de riesgo para el desarrollo de neoplasias mamarias. También se indica 
que no existen datos sobre su seguridad en pacientes con antecedentes de cáncer de mama 
(Jamo, 2006; Fritz et al., 2013). 
Cáncer de endometrio, de colon y de próstata: Algunos autores han señalado que aunque se 
han podido observar varios efectos fisiológicos en el endometrio y en el colon asociados a un 
consumo de isoflavonas, aún es necesario establecer el papel que éstas desempeñan (Hale et 
al., 2002; Hyun et al., 2012; Bedell et al., 2014). Sin embargo, otros autores indican que aunque 
no se haya podido establecer una asociación directa entre la ingesta de fitoestrógenos y los 
cánceres de endometrio y de colon, el consumo de estos compuestos no suponen un factor de 
riesgo en pacientes con antecedentes de estas enfermedades (Committee on Toxicity, 2003; 
Crane et al., 2013; Neill, et al., 2013; Bedell et al., 2014).  
Cáncer de próstata: algunos autores han revelado una relación entre consumo de  isoflavonas 
y un menor riesgo de cáncer de próstata, aunque no se ha descrito el mecanismo específico 
por el que las isoflavonas protegerían frente a su desarrollo y progresión (Committee on 
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Toxicity, 2003; MacDonald et al., 2005; Raschke et al., 2006; Romagnolo & Selmin, 2012; Van 
Die, et al., 2013; Mahmoud et al., 2014).  
 
2.1.6. Toxicidad 
     No está clara la seguridad de las isoflavonas y la información toxicológica disponible se 
considera insuficiente. Munro y colaboradores (2003), tras revisar  la literatura asociada con la 
seguridad de las isoflavonas, concluyeron que su consumo es seguro si es en forma de 
productos de soja. En un estudio clínico, Zeng et al (2008) no observaron efectos adversos en 
individuos con una  ingesta igual o mayor de 300 mg de isoflavonas al día. 
     En Estados Unidos se ha evaluado la toxicidad de las formulaciones de soja para niños y  
particularmente del posible efecto negativo de la genisteína sobre el sistema reproductor y el 
crecimiento (Rozman et al., 2006 a,b), concluyendo que no hay suficientes datos 
experimentales en humanos y animales para establecer su toxicidad, pues la mayoría de los 
estudios no tienen un grado de confianza suficiente (presentan problemas de diseño, número 
de individuos de la muestra, etc.). No obstante, en los últimos años, se ha incrementado la 
preocupación por el posible riesgo relacionado con las isoflavonas en las fórmulas infantiles a 
base de soja (Agostini et al., 2007; Bernbaum et al., 2008; Boucher et al., 2008). El Programa 
del Centro Nacional de Toxicología para la Evaluación de Riesgos para la Reproducción Humana 
(National Toxicology Program Center for the Evaluation of Risks to Human Reproduction (NTP-
CERHR)) publicó, en 2011, un informe revisando la información actualizada sobre la toxicidad 
de las fórmulas infantiles a base de soja. El panel de expertos expresó una preocupación 
“mínima” por los efectos adversos en lactantes alimentados con fórmulas infantiles a base de 
soja. Su nivel de preocupación tuvo un valor de “2” en una escala de cinco niveles de 
preocupación que va desde la preocupación insignificante ("1") a seria ("5").  
El panel de expertos que ha evaluado la genisteína concluye que, aunque no hay ensayos 
clínicos suficientes en humanos, los datos experimentales obtenidos con animales se pueden 
utilizar para evaluar el riesgo potencial de la genisteína en los humanos. Así, se ha comprobado 
que la genisteína purificada puede tener un efecto adverso sobre el desarrollo y el sistema 
reproductor de ratas y ratones y se he establecido un LOAEL (lowest Observed Adverse Effect 
Level) de 35 mg/kg peso corporal/día para los machos y de 44 mg/kg peso corporal/día para 
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las hembras. El panel de expertos consideró que, en condiciones habituales, es muy difícil que 
las personas consuman una cantidad de genisteína suficiente para producir toxicidad; se 
estima que la población japonesa (la población humana más expuesta a la genisteína) consume 
0,43 mg de genisteína/kg peso corporal/día, muy inferior al LOAEL basado los estudios en  
roedores (Rozman et al., 2006b). 
      
2.1.7. Posicionamiento de organismos legislativos o comités científicos sobre los efectos 
beneficiosos de la soja 
     Según hemos visto en la literatura, el consumo de soja y sus componentes nutricionales y 
biofuncionales podría presentar potenciales beneficios sobre la salud. Además, son muchas las 
propiedades saludables que se le atribuyen a las isoflavonas y a la proteína de la soja. Sin 
embargo, la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) hasta la fecha no ha autorizado 
ninguna de las propiedades saludables que han sido solicitadas frente al la Comunidad 
Científica de la Unión Europea (EFSA, 2011; EFSA, 2012a; EFSA, 2012b). La EFSA concluye que, 
debido a la insuficiente información científica proporcionada, no existe una relación entre el 
consumo de soja y: a) Protección del ADN, proteínas y lípidos frente al daño oxidativo celular, 
b) Mantenimiento de las concentraciones sanguíneas normales de colesterol LDL, c) Reducción 
de los síntomas vasomotores asociados a la menopausia, d) Mantenimiento de la tonicidad 
normal de la piel normal en mujeres post-menopáusicas, e) Contribución al crecimiento 
normal del pelo, f) Contribución a la salud cardiovascular, g) Mantenimiento de la salud de la 
próstata sana y de la mama, h) Mantenimiento de la salud del tracto respiratorio superior. 
      Por otro lado, la Food and Drug Administration (FDA) de los EE.UU. autorizó en 1999 en el 
etiquetado de los alimentos que contengan un mínimo de 6,25 gramos de proteína de soja la 
alegación "25 gramos de proteína de soja al día, junto con una dieta baja en grasas saturadas y 
colesterol, pueden reducir el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares". Esta propiedad 
saludable de la soja ha sido revisada por el Comité Científico de la American Heart Association 
(Sacks et al., 2006), siendo actualmente vigente en la legislación americana.  
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2.2. Los esteroles vegetales 
     Los esteroles vegetales o fitoesteroles son esteroles derivados de plantas con estructuras 
similares y funciones análogas al colesterol de los vertebrados (Moreau, Whitaker & Hicks, 
2002). En general se cree que estas sustancias actúan como componentes estructurales de las 
membranas vegetales a la vez que sirven de intermediarios para la biosíntesis de celulosa y 
numerosos productos vegetales secundarios, como los alcaloides, entre otros (Peng, Kawagoe, 
Hogan & Delmer, 2002; Read, & Bacic, 2002).  
    Los esteroles vegetales son miembros de la familia de los triterpenos, con una estructura 
similar a la del colesterol, pero incluyendo un grupo metilo o etilo en el C-24. Dentro de los 
esteroles vegetales existen dos categorías o subgrupos: los esteroles, con un doble enlace en 
posición 5, y los estanoles que no cuentan con ese doble enlace; es decir, con una reducción-
5α (Ostlund, 2002) (Figura 2.3). Los estanoles son mucho menos abundantes que los esteroles, 
y cuando se habla en términos generales de esteroles vegetales se suele hacer referencia a los 
esteroles. 
     Se han descrito más de 200 tipos diferentes de esteroles vegetales en distintas variedades 
de plantas, siendo el más abundante el sitosterol o β-sitosterol, seguido por el campesterol y el 
estigmasterol (Ostlund, Racette, Okeke, & stenson, 2002) (Figura 2.3). En la naturaleza, 
además de en forma libre, los esteroles vegetales pueden aparecer como compuestos 
“conjugados”, en los cuales el grupo 3β-OH del esterol está esterificado con ácidos grasos, 
ferulato o ácido ferúlico (potente antioxidante semejante a la vitamina E y C), o bien 
glicosilados.  
     Prácticamente todos los alimentos vegetales contienen esteroles vegetales, pero la fuente 
más concentrada son los aceites vegetales, como los de maíz, girasol, soja y colza (que 
contienen entre un 0,1% y 0,8%). La ingesta diaria de fitoesteroles en  las dietas occidentales  
se estima en unos 150-400 mg; aproximadamente la misma que la ingesta de colesterol, 
siendo mayor en algunas dietas vegetarianas y en la dieta japonesa, en las que puede llegar a 
300-500 mg/día (12-17).  
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Figura 2.3. Estructura química del colesterol, los fitoesteroles y fitoestanoles. 
 
 
2.2.1. Mecanismos de acción de los esteroles vegetales 
     Hay una gran cantidad de evidencias experimentales que demuestran que los esteroles 
vegetales tienen un importante efecto hipocolesterolémiante, reduciendo tanto las 
concentraciones de colesterol total como las de colesterol LDL (Bitzur et al., 2013; Gylling et 
al., 2014). Se han propuesto diferentes posibilidades para explicar su mecanismo de acción.  
Los esteroles vegetales afectan la absorción intestinal de colesterol, su síntesis, y sus sistemas 
de eliminación (De jong et al., 2003) (Figura 2.4).  
 
 
 
Colesterol a) Esteroles b) Estanoles
β-Sitosterol β-Sitostanol
Campesterol Campestanol
Estigmasterol
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Figura 2.4: Posibles efectos de los esteroles vegetales en el metabolismo lipídico y lipoproteico 
(De Jong, et al., 2003). 
 
 
2.2.2. Absorción intestinal de esteroles vegetales  
     A pesar de que su estructura química es similar, los esteroles vegetales y el colesterol 
difieren marcadamente en lo que respecta a su absorción intestinal. Así, a diferencia del 
colesterol, los esteroles de plantas se absorben poco en el intestino (0,2%-2%) y los estanoles 
aún menos (0,04%-0,2%). Una posible explicación a esta baja absorción es que la acil-coenzima 
A colesterol aciltransferasa, presenta una baja afinidad por los esteroles vegetales, por lo que 
resultan poco esterificados, y a los quilomicrones tan sólo se incorporan los esteroles y 
estanoles esterificados (Ostlund et al., 2002a). Como resultado de esta baja absorción y la 
eficiente excreción en la bilis después de la absorción por el hígado, los niveles circulantes son 
bajos, variando entre 7 de 24 mol/L (0,3-1,0 mg/dl) para los esteroles, y de 0,05 a 0,3 mol/L 
(0,002 a 0,012 mg/dl) para los estanoles (Björkhem et al., 2001); estos niveles son del orden de 
500 veces y 10.000 veces menor, respectivamente, que las de colesterol. El consumo a largo 
plazo de alimentos con esteroles vegetales añadidos (1,1 ± 0,6 g/día) aumenta sus niveles en la 
circulación (de 19 a 30 mmol/L [0,8-1,2 mg/dl] con el consumo de esteroles vegetales) 
(Fransen  et al., 2007). 
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2.2.2. Absorción intestinal de esteroles vegetales  
     A pesar de que su estructura química es muy similar, los esteroles vegetales y el colesterol 
difieren marcadamente en lo que respecta a su absorción intestinal. Así, a diferencia del 
colesterol, los esteroles de plantas se absorben muy poco en el intestino (0,2%-2%) y los 
estanoles aún menos (0,04%-0,2%). Una posible explicación a esta baja absorción es que la 
acil-coenzima A colesterol-aciltransferasa presenta una baja afinidad por los esteroles 
vegetales, por lo que resultan poco esterificados, y por tanto no se incorporan a los 
quilomicrones, ya que a los mismos  sólo se incorporan las formas esterificadas (Ostlund et al., 
2002). El resultado de esta baja absorción junto con una eficiente excreción en la bilis después 
de la absorción, explica los bajos niveles circulantes, que varían entre 7 de 24 mol/L (0,3-1,0 
mg/dl) para los esteroles, y de 0,05 a 0,3 mol/L (0,002 a 0,012 mg/dl) para los estanoles 
(Björkhem et al., 2001). Estos niveles son del orden de 500 veces y 10.000 veces menor, 
respectivamente, que los de colesterol. El consumo a largo plazo de alimentos con esteroles 
vegetales añadidos (1,1 ± 0,6 g/día) aumenta sus niveles en la circulación (de 19 a 30 mmol/L 
[0,8-1,2 mg/dl]) (Fransen  et al., 2007). 
 
2.2.3. Efectos de los esteroles vegetales 
Efectos de los esteroles vegetales sobre la absorción intestinal de colesterol  
     El efecto más estudiado de los esteroles vegetales es su inhibición de la absorción intestinal 
del colesterol, tanto del procedente de la dieta (unos 300 mg/día) como del colesterol 
endógeno recirculante procedente de la bilis (unos 1000 mg/día) y que puede ser parcialmente 
reabsorbido en el intestino (Gylling et al., 2014). Los esteroles vegetales, al ser más 
hidrofóbicos que el colesterol, pueden desplazarlo de las micelas de absorción, habiéndose 
demostrado, tanto in vivo como in vitro, que de esta manera se produce una disminución, por 
competición, de la incorporación de colesterol a las micelas (Jones et al., 1997), y, en 
consecuencia, disminuye su absorción intestinal.. 
    Otro mecanismo que puede afectar a la menor tasa de absorción del colesterol es la 
inducción de expresión de unos transportadores, los ABC (ATP-Binding Cassette), tales como 
ABCA1, ABCG5 y ABG8 (Berge, et al., 2000; Fransen et al., 2007). Estos transportadores 
intestinales eliminan colesterol y sitosterol para evitar su absorción y acumulación, aunque son 
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mucho más eficaces en el caso del sitosterol, devolviendo gran parte de este esterol del 
enterocito de nuevo al intestino para su eliminación (Rozner et al., 2006; Calandra et al., 2011; 
Lee et al., 2012). Algunas mutaciones y determinados polimorfismos en genes que codifican 
para los transportadores ABCG5 o ABCG8 pueden desencadenar la aparición de fitosterolemia 
o sitosterolemia, un trastorno recesivo autosómico, poco frecuente y caracterizado por la 
absorción de cantidades masivas de esteroles vegetales (Fransen et al., 2007). 
 
Efectos de los esteroles vegetales sobre el metabolismo lipídico y lipoproteico:  
     La inhibición de la absorción de colesterol provocada por los esteroles vegetales produce un 
incremento en la síntesis endógena de colesterol, pero que no llega a compensar el descenso 
que se produce por la inhibición de su absorción, incluso en individuos que ya ingieren 
cantidades bajas de colesterol en la dieta. Lo mismo ocurre con la síntesis del receptor de las 
LDL, que también aumenta (Plat et al., 2002; Gylling et al., 2014). Este hecho incrementa la 
eliminación de las LDL sin verse afectadas las concentraciones de triacilglicéridos ni de 
colesterol HDL (Hendricks et al., 1999). 
 
Efectos de los esteroles vegetales sobre el metabolismo lipídico y lipoproteico:  
     La inhibición de la absorción de colesterol provocada por los esteroles vegetales produce un 
incremento en la síntesis endógena de colesterol, pero que no llega a compensar el descenso 
que se produce por la inhibición de su absorción, incluso en individuos que ya ingieren 
cantidades bajas de colesterol en la dieta. Lo mismo ocurre con la síntesis del receptor de las 
LDL, que también aumenta (Plat et al., 2002; Gylling et al., 2014). Este hecho incrementa la 
eliminación de las LDL sin verse afectadas las concentraciones de triacilglicéridos ni de 
colesterol HDL (Hendricks et al., 1999). 
      La Sociedad Europea de Aterosclerosis (EAS) (2014) ha establecido  que una ingesta de 
esteroles vegetales de 2 g/día reduce los niveles de LDL plasmático hasta en un 10 %, y por lo 
tanto puede considerarse como un complemento adecuado para reducir factores de riesgo 
para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Es interesante destacar que el efecto 
reductor de las LDL es el mismo tanto si se ingiere una determinada cantidad de esteroles 
vegetales dos a tres veces al día como si se ingiere de una sola vez (Plat et al., 2000). 
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     El descenso de colesterol LDL que produce la ingesta de esteroles vegetales podría asociarse 
también a una disminución en el riesgo de padecer aterosclerosis. Sin embargo, aunque se ha 
observado una reducción en la progresión de la lesión aterosclerótica, no existen estudios 
concluyentes sobre un posible efecto en la regresión de dicha lesión (Gylling et al., 2014). 
 
2.2.3.1. Otros efectos biológicos de los esteroles vegetales  
     Además de las acciones sobre el metabolismo lipídico y lipoproteico, los esteroles vegetales 
pueden afectar a otros procesos metabólicos y proteger frente a diversas enfermedades.  
Efectos sobre el cáncer: En los últimos años se ha despertado un gran interés por la posible 
relación entre esteroles vegetales y cáncer, ya que estudios epidemiológicos y experimentales 
sugieren que podrían ejercer un efecto protector  frente a los tipos más comunes de cáncer en 
las sociedades occidentales, como son el de colon, mama y próstata (De Jong et al., 2003; 
Awad et al., 2000; Bradford & Awad, 2010). Este efecto protector se basaría en una serie de 
mecanismos que incluyen efectos sobre la estructura y función de la membrana en las células 
tumorales y del huésped, las vías de transducción de señales que regulan el crecimiento del 
tumor y la apoptosis, la función inmunitaria del huésped, y el metabolismo del colesterol en el 
huésped (Bradford & Awad, 2010).  
Efectos sobre las propiedades de membrana: Se ha demostrado que el β-sitosterol y el  
stigmasterol pueden ser incorporados a las membranas celulares (Ratnayake et al., 2000), 
aumentando la fluidez de la membrana in vitro (Silva et al., 2011). También se ha demostrado 
un efecto deletéreo en las membranas de los glóbulos rojos de ratas hipertensas debido a un 
incremento en la incorporación de esteroles vegetales (Ratnayake et al., 2000). Este hecho se 
asoció a una menor esperanza de vida en estos animales, probablemente porque los esteroles 
reemplazaron al colesterol en las membranas de los eritrocitos, con lo cual serían menos 
deformables (Ratnayake et al., 2000) y más frágiles (Bruckdorfer et al., 1969). Sin embargo, 
hacen falta más estudios que puedan explicar los efectos de los esteroles vegetales sobre la 
fluidez y las propiedades de membrana.  
Efectos sobre el sistema inmunitario: Algunas evidencias científicas sugieren que los esteroles 
vegetales pueden tener un efecto positivo sobre la respuesta inflamatoria y sobre el estado 
inmunológico en general. Varios estudios en modelos celulares (Desai et al., 2009; Brüll et al., 
REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
53 
 
2010), estudios en animales (Calpe-Berdiel  et al., 2007; Valerio et al., 2011), y estudios de 
intervención humana en diferentes grupos de pacientes (Bouic & Lamprecht, 1999; 
Breytenbach et al., 2001; Brüll et al., 2009) han sugerido que los esteroles vegetales tienen 
propiedades moduladoras inmunitarias. En estos estudios se demuestra que los esteroles 
vegetales favorecen  la respuesta de las células T-helper (Th)1 en células humanas o murinas T 
auxiliares, mediante un aumento de la producción de las citoquinas específicas de Th1, las IFN 
e IL-2 por la activación de los receptores tipo Toll 2, mientras que la producción de citocinas 
específicas de Th2, las IL-4 e IL-13, se mantuvieron sin cambios.  
 
2.3. Aminas biólogicamente activas 
     Las aminas biológicamente activas se clasifican en dos grupos según su origen, las aminas 
biógenas y las poliaminas. Estos compuestos se clasifican en tres grupos según su origen y 
estructura química: aminas biógenas aromáticas, aminas biógenas alifáticas y poliaminas 
naturales (Figura 2.5). Las aminas biógenas se producen principalmente por la descarboxilación 
de los aminoácidos precursores por parte de enzimas específicos de origen microbiano. En 
este grupo se incluyen las aminas biógenas aromáticas (tiramina, feniletilamina, histamina y 
triptamina) y las aminas biógenas alifáticas (putrescina, cadaverina y agmatina).  
      Las poliaminas naturales, espermidina y espermina, no están asociadas con la actividad 
microbiana y su biosíntesis intracelular en la mayoría de los seres vivos sigue procesos distintos 
a la descarboxilación de aminoácidos. Niveles bajos de putrescina pueden considerarse 
también de origen natural o fisiológico, como precursora de la poliamina SPD (Bardócz, 1995; 
Izquierdo-Pulido et al., 1999). 
 
2.3.1. Metabolismo de las aminas biógenas 
Las aminas biógenas son sustancias reguladoras universales implicadas en el control de la 
homeostasis y que afectan a múltiples funciones del cuerpo humano. De todas las aminas 
biógenas, la histamina (HI), la tiramina (TY) y, en menor medida, la feniletilamina (PHE), son las 
principales aminas implicadas en la aparición de efectos adversos psicoactivos o sobre el 
sistema cardiovascular, cuando se ingieren en cantidades muy elevadas. Las  aminas atraviesan 
la barrera intestinal de modo pasivo y son metabolizadas in situ, por desaminación oxidativa 
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mediada por  enzimas monoamino-oxidasa (MAO) y diamino-oxidasa (DAO), que constituyen 
una barrera normalmente efectiva para  limitar el acceso de aminas libres a la circulación 
sistémica.  
 
Figura 2.5. Estructuras químicas y vías de formación de las aminas biógenas y poliaminas. 
 
La TY se metaboliza mayoritariamente vía desaminación oxidativa mediante la actuación 
de la enzima monoamino oxidasa (MAO) que origina p-hidroxifenilacetaldehído que 
posteriormente es transformado por la enzima aldehído deshidrogenasa en ácido p-
hidroxifenilacético (Figura 2.6). La MAO es una enzima que presenta dos formas isoenzimáticas 
las cuales tienen preferencia por distintos sustratos y se encuentran en distintas localizaciones. 
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La MAO–A predomina en estómago, intestino, placenta, neuronas del sistema simpático y en 
el espacio extraneuronal mientras que la MAO–B se localiza en plaquetas, neuronas 
serotoninérgicas y predomina en el cerebro. La MAO-A es la responsable del metabolismo 
intestinal por lo que es la principal responsable de la metabolización de la TY de origen 
dietético (Azzaro et al. 2006; Broadley, 2010).  
 
Figura 2.6. Metabolización de la tiramina. 
 
 
      La metabolización de la HI de origen dietético implica fundamentalmente la actuación de 
enzimas de localización intestinal y hepática (Figura 2.7). A nivel intestinal la histamina es 
metabolizada principalmente por la DAO. Además de por la DAO, la histamina puede ser 
también metabolizada por la histamina-N-metil transferasa (HNMT), aunque esta segunda 
enzima tiene mayor actividad a nivel hepático (Jarisch, 2004). En el hígado la HNMT cataliza el 
paso de la histamina a N-metilhistamina, que posteriormente puede ser transformada a N-
metilimidazol acetaldehído, tanto por la DAO como por la MAO-B. Finalmente el N-
metilimidazol acetaldehído, por acción de la ALDH deshidrogenasa, pasa a ácido N-
metilimidazol. 
 
2.3.2. Efectos adversos de las aminas biógenas en  la salud  
En individuos sanos no medicados, las barreras enzimáticas a nivel intestinal y hepático 
son eficientes para metabolizar las aminas exógenas. Además, en circunstancias normales la 
presencia de estos compuestos en la dieta es baja o moderada, por lo que no constituyen un 
riesgo para la salud de la mayoría de los consumidores. Sin embargo, cuando existe una 
desproporción entre la cantidad de aminas ingerida y la capacidad de metabolización de las 
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mismas, se produce su acumulación en plasma, lo que desencadena la aparición de efectos 
adversos (Ladero et al., 2010). Este desequilibrio puede producirse tanto cuando la ingestión 
de aminas biógenas es muy elevada, como en casos en que se ve comprometida la capacidad 
del organismo para metabolizarlas.  
 
Figura 2.7. Metabolización de la histamina por parte de las enzimas diamino-oxidasa 
(DAO), monoamino-oxidasa (MAO), aldehido-deshidrogenasa (ALDH) e histamina-
metiltransferasa (HNMT).  
 
 
Vía A: localización mayoritariamente intestinal 
Vía B: localización mayoritariamente hepática 
 
 
Una ingesta muy elevada de TY, HI y, en menor medida, PHE, puede ocasionar trastornos, 
de distinto tipo e intensidad: intoxicaciones, intolerancias, subida de la presión arterial y 
cefaleas (Taylor, 1986; Bardócz, 1995; Mariné-Font et al., 1995; Shalaby 1996; Amon et al., 
1999). Los mecanismos de acción de las aminas biógenas implican reacciones vasoactivas y 
psicoactivas. Las propiedades vasoconstrictoras de la TY y la PHE parecen ser responsables del 
Vía A Vía B 
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aumento de la presión arterial cuando alcanzan una concentración sanguínea mayor que la 
considerada fisiológicamente normal (Frascarelli et al., 2008). Además de la hipertensión, la TY 
también puede provocar dolor de cabeza, sudoración, vómitos y dilatación pupilas, entre otros 
síntomas. La HI produce vasodilatación y una subsecuente hipotensión, así como otros 
síntomas cutáneos (enrojecimiento y picor), gastrointestinales (diarrea, cólicos, vómitos) o 
neurológicos (dolor de cabeza, mareos), efectos todos ellos, mediados por los receptores de HI 
específicos de las membranas celulares (Stratton et al., 1991; Mariné-Font et al., 1995; 
Shalaby, 1996).  
El carácter normalmente leve de los síntomas junto con un diagnóstico equivocado, en 
muchas ocasiones, (en el caso de la HI puede confundirse con una alergia alimentaria) explica 
que haya pocos datos, y a menudo no coincidentes, sobre la incidencia de  efectos adversos 
derivados de una ingesta elevada de aminas biógenas. Este vacío de información es aún mayor 
en relación con alimentos fermentados, muy probablemente debido a que la toxicidad de la TY 
ha sido en gran medida relacionada con el consumo de queso (reacción del queso), mientras 
que la intoxicación por HI se ha asociado a productos pesqueros (intoxicación histamínica o 
escombroidea) (Taylor, 1986; Lehane y Olley, 2000), cuando en realidad puede haber HI y TY 
en muchos otros alimentos.  
Puede existir una sensibilidad crónica a estas aminas biógenas de los alimentos en aquellas 
personas que presentan un déficit congénito o adquirido de los enzimas DAO, MAO y HNMT, 
responsables de su metabolismo. Se ha descrito una deficiencia de estos enzimas en individuos 
afectados por enfermedades inflamatorias intestinales como la enfermedad de Crohn.  
La sensibilidad aguda o temporal a estas aminas puede ser consecuencia de la 
administración de fármacos que inhiben los enzimas responsables del metabolismo de las 
aminas: monoamino-oxidasa (MAO), diamino-oxidasa (DAO). El efecto de la medicación puede 
ser en estos casos crítica, ya que no sólo los conocidos fármacos inhibidores de la MAO (IMAO) 
(antidepresivos y antiparkinsonianos) aumentan la susceptibilidad a las aminas, sino que más 
recientemente se ha señalado que un número considerable de medicamentos, algunos de uso 
bastante común,  como acetilcisteína, metoclopramida, verapamilo, isoniazida, cefalosporinas, 
etc, muestran capacidad para inhibir la DAO (Veciana-Nogués y Vidal-Carou, 2008). Sattler y 
col. (1988) estiman que aproximadamente el 20% de la población europea podrían consumir 
alguno de estos fármacos inhibidores de la DAO. Además, otros componentes de los 
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alimentos, como otras aminas biógenas o el alcohol y su metabolito, el acetaldehído, podrían 
aumentar o potenciar la susceptibilidad a las aminas y, en consecuencia, el riesgo de sufrir 
reacciones adversas (Maintz y Novak, 2007).  
La intolerancia a la histamina puede aparecer cuando la enzima DAO está afectada por 
deficiencias genéticas o por el uso de medicamentos inhibidores de la DAO. En cualquiera de 
los dos casos, el resultado es que se va acumulando histamina en el plasma, hasta que se 
sobrepasa un determinado nivel, a partir del cual se desencadenan los síntomas. En la 
intolerancia a la histamina, a diferencia de la intoxicación histamínica, la aparición de los 
síntomas no está ligada al consumo de un alimento en concreto, sino que puede aparecer tras 
el consumo de un producto con concentraciones bajas o muy bajas de esta amina (Maintz y 
Novak, 2007). La histamina se ha relacionado con la patogénesis de la migraña en individuos 
susceptibles que sufren de deficiencias de DAO (Maintz y Novak, 2007). Frecuentemente los 
alimentos ricos en histamina desencadenan dolor de cabeza en pacientes con migraña crónica, 
que se alivia con una dieta libre de histamina (Wantke et al., 1993). 
No existen datos bien contrastados sobre la incidencia de individuos especialmente 
susceptibles a la presencia de aminas biógenas en alimentos. Se ha estimado que la 
intolerancia a la histamina puede afectar a 2-3% de la población.  
No existe consenso sobre la dosis mínima de TY e HI que puede producir efectos tóxicos en 
la población en general. La elevada variabilidad de la respuesta humana a las aminas 
procedentes de la dieta, así como las sinergias entre ellas y con otros componentes de los 
alimentos, dificultan la caracterización del nivel umbral (Rauscher-Gabernig et al., 2009).  
Histamina: En la mayoría de los brotes de intoxicación histamínica, la cantidad de HI del 
alimento responsable de la intoxicación es muy alta (desde 600 hasta 3000 mg/kg). Sin 
embargo, se han observado casos en los que 75 mg de HI puede producir leves efectos 
adversos (Wöhrl et al., 2004). En individuos con intolerancia a esta amina, la ingesta de 
cantidades mucho más bajas puede desencadenar síntomas, aunque tampoco existe consenso 
general en la dosis máxima tolerable. En la bibliografía se citan como desencadenantes de 
síntomas de intolerancia a la histamina cifras variables que van desde 50 μg de histamina, 
cuando se emplea como vehículo una ración de vino (125 ml), hasta 60-75 mg por 
administración de histamina pura. 
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Tiramina: La toxicidad derivada del efecto vasoconstrictor de la tiramina está 
documentada sobre todo en estudios clínicos sobre la interacción entre la tiramina procedente 
de la dieta y los medicamentos IMAO. Estos estudios demuestran que las barreras intestinales 
para la tiramina en voluntarios sanos no medicados (grupo placebo) son bastante eficaces, ya 
que son necesarios entre 200 mg y 2000 mg de tiramina para provocar una mínima respuesta 
en la presión arterial (Korn et al., 1988; Berlin et al., 1989; Zimmer et al., 1990; Patat et al., 
1995). La situación es diferente en individuos tratados con fármacos IMAO, ya que estos 
impiden la correcta metabolización de la tiramina, lo que conduce a niveles elevados de 
tiramina en plasma después de la ingestión de alimentos ricos en esta amina. En estos casos, 
cantidades menores de tiramina pueden dar lugar a efectos significativos. No todos los 
fármacos IMAO tienen el mismo efecto inhibidor de la enzima. Los fármacos IMAO clásicos de 
primera generación (irreversibles y no selectivos, como tranilcipromina) ejercen una elevada 
inhibición, de manera que la sensibilidad a la tiramina se incrementa observándose efectos 
adversos con ingestas bajas de tiramina (6 mg) (McCabe, 1986). Sin embargo, actualmente se 
prescriben fármacos de nueva generación, más seguros, ya que su acción es reversible y/o 
selectiva para el isoenzima MAO-A o MAO-B. En estos casos, los efectos adversos se han 
observado con la exposición dietética  a 50 - 150 mg de TY (Korn et al., 1988b; Dingemanse et 
al., 1998; Patat et al., 1995). 
La tiramina, junto con la feniletilamina, también se han señalado como agentes causales 
de determinadas migrañas. Sin embargo, la migraña es un problema multifactorial, en el que 
probablemente no sólo intervienen componentes de la dieta, sino también otros factores 
ambientales, fisiológicos y psicológicos. La poca investigación realizada sobre las dosis umbral 
de las aminas biógenas necesarias para desencadenar la migraña no se puede considerar 
concluyente. 
 
2.3.4. Presencia de aminas biógenas en alimentos 
Dado que las aminas biógenas son resultado de procesos metabólicos de los seres vivos, al 
igual que en el organismo humano, se encuentran también en animales, plantas y 
microorganismos. Los alimentos que pueden presentar elevados contenidos de aminas 
biógenas pueden agruparse en tres categorías:  
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• Alimentos en los que las aminas aparecen por la acción de microorganismos alterantes 
potencialmente formadores de aminas.  En este grupo se pueden incluir alimentos de carácter 
proteico pues ofrecen a los microorganismos una elevada disponibilidad de aminoácidos, que 
son los precursores en la formación de las aminas biógenas. En estos alimentos la presencia 
elevada de aminas puede ser indicadora de malas prácticas higiénicas en las materias primas o 
en los procesos de elaboración. La presencia de aminas biógenas en cantidades elevadas se ha 
descrito alimentos derivados de soja debido a su elevado contenido proteico (Shukla, et al., 
2011).  
• Alimentos que se obtienen por procesos de fermentación o maduración, en los que 
existe la participación de microorganismos potencialmente formadores de aminas. En estos 
alimentos la presencia de algunas aminas biógenas como la tiramina o la ß-feniletilamina, 
puede ser consecuencia de la actividad  fermentativa y por tanto no necesariamente 
indicadora de un defecto higiénico. En este grupo se incluyen productos cárnicos o quesos 
madurados y también  productos fermentados derivados de  la soja (Kung et al., 2007; Latorre-
Moratalla, et al., 2008; Linares, et al., 2011; Bai, et al., 2913; Byun, et al., 2013). 
• Alimentos en los que se encuentran aminas biógenas preformadas en cantidades 
significativas. En este caso la presencia de estas aminas no estaría relacionada, en principio, a 
ninguna actividad microbiana (Vidal-Carou, et al., 2007).  
Las aminas biógenas son relevantes desde los puntos de vista higiénico y tecnológico 
(Brink et al., 1990; Mariné-Font et al., 1995; Izquierdo-Pulido et al., 1999). Varias aminas 
biógenas (principalmente las diaminas, putrescina y cadaverina, y la histamina) pueden 
formarse en cantidades muy elevadas como consecuencia de la actividad de ciertas bacterias 
contaminantes (enterobacterias y pseudomonas), por lo que estos compuestos pueden ser 
útiles como indicadores químicos de unas condiciones higiénicas defectuosas de las materias 
primas y/o de los procesos de elaboración (Latorre-Moratalla et al, 2008; Linares, et al. 2011).  
Desde una perspectiva legal, solo se han fijado límites tolerables para la HI en pescados y 
en productos derivados. Así, la Food and Drug Administration (FDA) de EE. UU. y la Unión 
Europea establecen como nivel máximo un valor medio de 50 mg/kg. 
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2.4. Poliaminas 
     Las poliaminas, espermina, espermidina y putrescina, son compuestos orgánicos que tienen 
dos o más grupos amino primarios -NH2. Las poliaminas se sintetizan a partir de arginina y se 
encuentran en casi todas las células (Figura 2.8). Son indispensables para el crecimiento y la 
diferenciación celular y están implicadas en diversas funciones, tales como la síntesis y la 
estabilidad del ADN, la regulación de la transcripción, la regulación de los canales iónicos, y la 
fosforilación de proteínas (Igarashi y Kashiwagi, 2000; Wang et al. 2003; Seiler y Raul, 2005; 
Kusano et al. 2008). Debido a su papel en diversos procesos metabólicos fundamentales, las 
poliaminas se pueden encontrar en varios compartimentos de las células, incluyendo las 
mitocondrias, cloroplastos y el núcleo (Martin-Tanguy, 2001). Las poliaminas se encuentran en 
todas las células animales y vegetales, con lo que casi todos los alimentos contienen 
poliaminas, pero en concentraciones muy variables. Las poliaminas no se degradan 
enzimáticamente en el tracto intestinal, se absorben rápidamente a partir de la luz intestinal y 
se distribuyen a todos los órganos y tejidos (Bardocz, 1995; Uda et al, 2003). 
 
Figura 2.8. Síntesis y metabolismo de las poliaminas. 
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     Las actividades enzimáticas requeridas para la síntesis de las poliaminas, en concreto las de 
las enzimas ornitina descarboxilasa (ODC) y S-adenosilmetionina descarboxilas, disminuyen 
gradualmente con el tiempo (Larqué, 2007). Así, la síntesis de novo y las concentraciones 
intracelulares de poliaminas en células y tejidos, especialmente los de SPM y SPD, disminuyen 
también con la edad (Soda, 2011). Además de la síntesis de novo, las poliaminas se obtienen 
de los alimentos y/o de la actividad de la microbiota intestinal. En estudios en animales, la 
restricción de ingesta de poliaminas, junto con la eliminación de bacterias intestinales por 
antibióticos, disminuye los niveles de poliaminas en sangre, lo que indica la importancia de las 
poliaminas procedentes de los alimentos y de la microbiota intestinal (Larqué et al., 2007).  
La ingesta de alimentos ricos en poliaminas a corto plazo parece no aumentar los niveles de 
poliaminas en sangre (Brodal et al, 1999; Soda et al, 2009a, 2009b). La concentración 
intracelular de poliaminas está muy bien regulada  por mecanismos tales como la síntesis, la 
degradación, y el transporte transmembrana; por lo tanto, la concentración de poliaminas 
puede ser estable. Sin embargo, Soda et al. (2009a y 2009b) demostraron que la ingesta de 
alimentos ricos en poliaminas a largo plazo aumenta gradualmente los niveles de poliaminas 
en sangre de ratones, y la ingesta continua de poliaminas aumenta gradualmente su 
concentración en sangre de humanos. Estos hallazgos sugieren que el proceso de 
incorporación de poliaminas a partir de fuentes exógenas es una respuesta adaptativa.  
 
2.4.1. Las poliaminas como antioxidantes 
     Uno de los mecanismos potenciales de acción por el que las poliaminas pueden proteger a 
las células es la de actuar como antioxidantes. Diversos estudios han demostrado que las 
células con concentraciones reducidas de poliaminas son más sensibles al daño oxidativo 
(Chattopadhyay et al, 2002; Hunter y Burritt, 2008), lo que sugiere que las poliaminas pueden 
desempeñar un papel en la protección de las células de una amplia gama de organismos frente 
al daño oxidativo causado por concentraciones elevadas de radicales libres.  
     Algunos estudios han puesto a prueba la capacidad de las poliaminas de actuar como 
antioxidantes, sin embargo su mecanismo específico de acción todavía no está establecido 
(Chattopadhayay et al, 2002; Kakkar y Sawhney, 2002; Fujisawa y Kadoma, 2005;  Groppa y 
Benavides, 2008). Se ha propuesto que las poliaminas podrían actuar como antioxidantes 
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debido a su capacidad ambivalente de unión aniónica y catiónica, lo que favorece la 
eliminación de radicales libres (Bors et al., 1989; Nayvelt et al., 2010). También se ha apuntado 
que las poliaminas pueden inhibir tanto la peroxidación lipídica como el estrés oxidativo 
catalizado por metales de transición (Løvaas, 1997; Das & Misra, 2004; Groppa, Tomaro, & 
Benavides, 2007). Otros mecanismos de acción antioxidante incluyen la habilidad de modular 
las cargas de superficie de membrana, la de inhibir enzimas o la de proteger el sustrato 
mecánicamente (Løvaas, 1997; Tadolini, 1988; Douki, et al., 2000).  
 
2.4.2. Poliaminas y envejecimiento 
     La diversidad de funciones de las poliaminas en el metabolismo celular requiere que estén 
disponibles en tejidos en crecimiento rápido en grandes cantidades (Bardócz et al., 1995). Pero 
las poliaminas también actúan en diversos procesos biológicos, tales como la mediación de la 
acción de las hormonas y de factores de crecimiento (Bardócz et al., 1995), la modificación de 
la respuesta inmune, el bloqueo de los canales de iones de calcio y la regulación de la 
apoptosis (Moinard et al., 2005; Larqué et al., 2007). Por lo tanto, las poliaminas son esenciales 
para mantener la salud en todas las etapas de la vida. Con el envejecimiento, la síntesis de 
novo de las poliaminas disminuye gradualmente, debido a que disminuye la actividad de las 
enzimas de la biosíntesis de poliaminas, particularmente la ODC (Larqué et al., 2007; Vivó et 
al., 2001; Das y Kanungo, 1982).  
     La evidencia científica acumulada sugiere que las poliaminas en general parecen tener 
implicaciones durante el proceso del envejecimiento. Sin embargo, recientemente se están 
descubriendo los posibles mecanismos de acción que ejercen las poliaminas. En una reciente 
revisión, Minois (2014) recoge información sobre las bases moleculares de las poliaminas y 
destaca sus principales mecanismos de acción (Figura 9.2). En esta revisión, se ha identificado 
a la autofagia como principal mecanismo de acción de la espermidina a nivel molecular. Sin 
embargo, otras investigaciones recientes muestran que la espermidina puede actuar también a 
través de otros mecanismos, mediante la reducción de la inflamación, el metabolismo de los 
lípidos y la regulación del crecimiento, proliferación y muerte celular.  
      El efecto que estos mecanismos ejercen sobre la salud todavía está bajo estudio. Sin 
embargo, un aumento de la ingesta de poliaminas parece tener un efecto positivo en 
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enfermedades asociadas a la edad, como enfermedades cardiovasculares, la inflamación 
crónica o la atrofia glomerular renal (Soda, et al., 2009a; Soda et al., 2012; Soda et al, 2013; 
Minois et al., 2011; Minois, 2014), y también  en el mantenimiento de la integridad intestinal, 
debido a su participación en el proceso de renovación continua en el intestino (Majumdar, 
2003; Zou et al., 2008; Seiler y Raul, 2007). Desafortunadamente, hay un número limitado de 
estudios que examinan la importancia de las poliaminas en la salud humana y el 
envejecimiento, y sus efectos en la salud se extrapolan en muchos casos de estudios in vitro y 
en roedores (Cerrada-Gimenez et al. 2011; Minois et al., 2011).  
     Hace unas décadas se recomendó la privación de ingesta dietética de poliaminas en 
pacientes con cáncer con la intención de frenar la progresión del tumor. Las células cancerosas 
tienen una mayor necesidad de poliaminas ya que son células de rápida división (Kalac y 
Krausová, 2005). En ausencia de tumor, un estudio de Soda et al. (2009a)  indica que una dieta 
rica en poliaminas es beneficiosa para mantener la salud durante el envejecimiento. En apoyo 
de esta sugerencia se dispone de diversos estudios con modelos de ratones transgénicos o de 
modelos celulares (Alhonen et al., 1995; Nishimura et., 2006; Eisenberg et al., 2009).  
 
Figura 2.9. Resumen de los mecanismos de acción de la espermidina. Fuente: Minois (2014). 
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3 
Productos derivados de la soja 
 
 
     La soja ha recibido muy poca atención en Occidente hasta bien entrado el siglo XX, donde 
tradicionalmente se ha preferido al arroz, aún siendo su riqueza nutricional claramente inferior 
(Messina, 1999).  
     En la actualidad, el consumo de soja y la disponibilidad de productos derivados de la soja 
están creciendo en el mercado Europeo y la tendencia sigue en aumento. La industria 
alimentaria se ha implicado mucho en la elaboración de productos de soja y las empresas más 
importantes del sector han subvencionado investigaciones para profundizar en el 
conocimiento de sus beneficios para la salud. Esto ha hecho que ya se disponga de más y 
mejores tipos de harina, de aislados y concentrados proteicos y que se hayan incorporado sus 
componentes funcionales (lecitina, isoflavonas, tocoferoles, fitoesteroles y otros) a muchos 
productos alimenticios.  
     Los principales productos industriales derivados de la soja son el aceite de soja y la harina 
de soja. Y como ingrediente el más utilizado en la industria alimentaria es el concentrado de 
proteína o proteína de soja texturizada, que se emplean  para mejorar el aporte de proteína o 
para aumentar la calidad de la misma con vistas al procesado (incremento de la capacidad de 
retención de agua o estabilización de las emulsiones) de productos cárnicos, alimentos 
infantiles o productos de panadería. Mundialmente se producen unos 20 millones de 
toneladas de aceite de soja que, desde 1945, se obtiene de sus semillas por extracción con 
disolventes. A nivel mundial es el aceite más utilizado culinariamente. La harina de soja se 
obtiene por molienda de las habas o semillas. Se presenta en el mercado bajo dos formas: 
bruta (o con sus enzimas activas) y desactivada, cuyas enzimas se han destruido tratando a las 
semillas térmicamente.  
La obtención de los concentrados de proteína de soja se realiza principalmente a partir de 
harina de soja floculada y desgrasada. Comprende el ablandamiento de los copos en agua, la 
acidificación a pH 4-5, la separación de los compuestos solubles por centrifugación, el lavado y 
REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
66 
 
el secado del residuo. Los refinados con mayor contenido proteico se obtienen extrayendo 
primero los componentes solubles de la harina de soja con agua o álcali diluido (pH 8-9) y 
después precipitando de nuevo las proteínas a partir del extracto ajustando al pH 4-5. Tanto la 
harina de soja como los concentrados poseen excelentes propiedades ligantes y aumentan la 
retención de agua. Los concentrados, igual que las proteínas purificadas, son buenos 
emulsionantes y fijadores del sabor; en cambio, para desarrollar las capacidades espumantes 
se emplean los aislados proteicos y la proteína hidrolizada (Ohr, 2004). 
     Los alimentos tradicionales u orientales derivados de la soja están presentes desde hace 
relativamente poco tiempo en el mercado Europeo y su consumo está en aumento. Estos 
alimentos se clasifican en:  
a) productos sin fermentar: soja verde (con o sin vaina) y/o edamame, semillas 
germinadas y brotes, semillas tostadas, bebida de extracto de soja y tofu,  
b) productos fermentados: Salsa de soja, sufu, miso, natto, tempeh y otros. 
 
3.1. Productos tradicionales sin fermentar 
3.1.1. Vainas verdes y brotes de soja 
     Los alimentos orientales de soja sin fermentar que gozan de mayor demanda, como 
ingredientes culinarios, son las vainas verdes o sin madurar conocidas como edamame, que se 
consumen como ensaladas, verdura cocida y guarnición de muchos platos, y las habas, tanto 
secas como germinadas. En ocasiones, molturadas, como harina, se usan en forma de pastas, 
sopas, ensaladas y bebidas.  
     Los brotes de soja corresponden a la soja germinada de 3-4 días. Los brotes de soja 
comúnmente vendidos en el mercado no siempre proceden de semillas de soja germinadas, 
sino de otra especie que se le parece (Vigna radiata) que, aunque pertenece a la misma familia 
que la soja, dista mucho de tener sus propiedades. Los brotes se obtienen siempre de habas de 
soja sanas que se siembran y cultivan en invernaderos dotados de riego por aspersión con 
agua tibia (40-42 ºC).  
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3.1.2. Bebida de soja 
     La bebida de soja se ha consumido en China desde hace 2000 años. Desde entonces, su 
consumo ha sido mayor en China y los países asiáticos que el consumo de leche en los países 
occidentales. La bebida de soja es un extracto acuoso de la semilla de soja. Desde un punto de 
vista físico-químico, la bebida de soja es, en términos generales, una emulsión de aceite en 
agua. Sin embargo, como la gran mayoría de alimentos coloidales, presenta mayor 
complejidad, es decir, se trata de una dispersión coloidal formada por una fase acuosa en la 
que se encuentran las proteínas y las gotas de grasa en dispersión. La bebida de soja se 
asemeja a la leche en apariencia y es, por tanto, una alternativa al consumo de leche para 
individuos con determinados problemas de intolerancia o alergias a los componentes de la 
leche, así como para personas que prefieren el consumo de productos de origen vegetal 
debido a los efectos beneficiosos que se les atribuyen (Johnson et al., 1983; Reilly, et al., 2006). 
Por todo esto, la bebida de soja es el producto a base de soja más consumido en el mundo 
(FAO, 2002).  
     El consumo de bebida de soja en los países occidentales ha sido un tanto restringido, 
principalmente por sus características organolépticas y su típico sabor a judía cruda (Yuan y 
Chang, 2007; Achouri et al, 2008). Sin embargo, una vez identificados los componentes 
causantes de los aromas desagradables, y las operaciones tecnológicas necesarias para 
inactivarlos, así como el conocimiento de las propiedades saludables que puede suponer el 
consumo de bebida de soja, su consumo ha experimentado un fuerte incremento en occidente 
(FAO, 2002), ganando popularidad en Europa en los últimos años.  
     Para obtener la bebida de soja, se realiza una extracción acuosa de las semillas de soja (Liu, 
2004). En método tradicional implica varias operaciones unitarias que, generalmente, son: la 
hidratación de la soja, el descascarillado, la molienda, el tratamiento térmico y la filtración 
(Kwok y Niranjan, 1995; Iwuoha y Kenneth, 1997; Mullin et al., 2001). El tratamiento térmico 
es un factor importante para obtener un licuado de soja con características específicas (Liu, et 
al., 2004). Sin embargo, el tratamiento térmico influye negativamente en el color de la bebida 
de soja y éste es uno de los problemas hacia donde se han dirigido más esfuerzos para 
remediarlo, así como también, para la inactivación de los inhibidores de tripsina, la eliminación 
del flavor de la soja y la precipitación de sólidos durante el almacenamiento (Ang et al., 1985). 
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Estos retos han propiciado el desarrollo de nuevos sistemas de procesamiento para mejorar el 
producto.  
     Existen diferentes métodos industriales para la producción de bebida de soja. Los procesos 
mostrados en la Figura 3.1 representan el método tradicional y las principales modificaciones 
del proceso general de la bebida de soja. Algunos de estos ejemplos son: el método de Cornell 
(Wilkens et al., 1967), el método de Illinois (Nelson et al., 1976), la cocción rápida por 
hidratación hidrotérmica (Johnson et al., 1983), la molienda fría al vacío (PROSOYA) (Gupta y 
Gupta, 1988), los métodos que introducen la desodorización  o los que introducen la utilización 
de antioxidantes y álcalis (Liu, 2004; Kwok y Niranjan, 1995; Prawiradjaja, 2003). También se 
han propuesto modificaciones de los ingredientes crudos de la bebida de soja y modificaciones 
genéticas de la soja, con el fin de inactivar la lipoxigenasa, eliminar el sabor desagradable (off-
flavor) de la soja, y combinaciones de estos métodos para obtener una bebida de soja 
agradable y nutritiva, con alto contenido en sólidos y proteína (Kwok y Niranjan, 1995; 
Prawiradjaja, 2003). A pesar de que algunas modificaciones del proceso han mejorado la 
calidad de la bebida de soja, cada método tiene sus propias ventajas y desventajas. En el 
método de cocción rápida por hidratación hidrotérmica, por ejemplo, se aplican temperaturas 
de alrededor de 154 ºC lo que produce cambios químicos que pueden favorecer la formación 
de compuestos volátiles, responsables de sabores indeseables y cambios de color en la bebida 
de soja. En el resto de los métodos se aplica una temperatura moderada (100 ºC), lo que 
puede garantizar una baja carga microbiana pero una vida útil corta. Además, se ha sugerido 
que para mejorar los aromas desagradables se deben controlar los parámetros del proceso, 
tales como el tiempo, la temperatura y la relación agua/semilla de soja (Achouri et al., 2008). 
     En el procesamiento para la obtención de la bebida de soja se barajan diferentes variables 
que dan lugar a condiciones muy diversas tales como altas o bajas temperaturas, tiempos 
cortos o prolongados de cocción, uso de ultra altas temperaturas (UHT), combinaciones de 
estas variables con procesamiento en medio alcalino, o con otros reactivos químicos. En todos 
estos pasos, se producen modificaciones químicas y/o fisicoquímicas y sensoriales de la bebida 
de soja (Toda et al., 2007; Kwok y Niranjan, 1995; Kwok et al., 2002; Guo et al., 1997; Ono et 
al., 1996). Así, en el caso de las proteínas, a temperaturas de alrededor de 70 ºC se 
desnaturaliza la β-conglicinina y a 90 ºC la glicinina (Zhang et al., 2004; Liu et al., 2004). 
Durante el tratamiento térmico, se produce un fraccionamiento de las partículas de proteína 
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de la bebida de soja debido a que los puentes disulfuro de las partículas de mayor tamaño se 
rompen y se unen a subunidades β de la fracción 7S y subunidades 11S, que son partículas de 
tamaño medio. Asimismo, el calentamiento provoca modificación en la fracción lipídica dando 
lugar por una parte a la interacción de proteína y fosfolípidos y, por otra, a la hidrólisis de 
triglicéridos (Ono et al., 1996). 
     Por otra parte, los ácidos grasos poliinsaturados se oxidan durante el procesamiento de la 
bebida de soja, lo que se demuestra por el aumento del índice del ácido tiobarbitúrico (TBA) 
después del tratamiento térmico (Wang et al., 2001). El contenido de azúcares se ve 
disminuido hasta un 8,87% después del tratamiento térmico, ya que se produce pardeamiento 
no enzimático de Maillard, que implica la reacción de los azúcares reductores con los grupos 
amino libres (Wang et al., 2007; Kwok et al., 1998; Kwok et al., 1999; Lakshmanan et al., 2006). 
Algunas vitaminas como la tiamina, el ácido ascórbico y la piridoxina, pueden también sufrir 
pérdidas notables durante el tratamiento térmico. La extensión de la destrucción térmica de 
los nutrientes depende en gran medida de la combinación tiempo-temperatura durante el 
procesado (Kwok y Niranjan, 1995; Kwok et al., 1998).  
     Además de los cambios que se producen en los nutrientes, el tratamiento térmico es muy 
importante para inactivar el inhibidor de tripsina (IT). El calentamiento produce una 
inactivación parcial del IT y se puede llevar a cabo mediante el blanqueado de las semillas de 
soja, por cocción de la semilla mediante molienda con agua, o por calentamiento de la bebida 
de soja después de la filtración (Kwok y Niranjan, 1995). El tiempo de calentamiento que se 
requiere para inactivar el 90% del IT puede variar de entre 30 a 75 min a 93ºC, mientras que a 
121ºC el tiempo varía de 5 a 10 min (Liu, 2004).  Dado que el IT es bastante resistente al calor, 
una parte de su actividad residual permanece en la bebida de soja después de tratamiento 
térmico. Para inactivar el IT aplicando temperaturas por debajo de 100ºC se necesitarían 
tiempos prolongados de tratamiento (Kwok y Niranjan, 1995), y estos tratamientos afectarían 
excesivamente otras propiedades de la bebida de soja, como el sabor y el color, debido a 
reacciones de pardeamiento, o a la calidad de las proteínas, como resultado de degradación de 
aminoácidos y también sería mayor la pérdida de vitaminas (Friedman y Brandon, 2001; Kwok 
et al., 1998). 
     Desde un punto de vista reológico, algunas bebidas de soja exhiben cierto grado de carácter 
pseudoplástico (Fávaro Trindade et al., 1997; Wang et al., 2001), este comportamiento 
REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
70 
 
aumenta con la intensidad del tratamiento térmico a causa de la desnaturalización de las 
proteínas, debido a que el calor modifica el estado de agregación de las mismas (Oguntunde & 
Akintoye, 1991). Este hecho conlleva que, durante el tiempo de almacenamiento, pueda 
producirse la sedimentación de partículas y disminuir así la viscosidad de la bebida de soja 
(Achouri et al., 2007b). 
     Todos estos cambios provocados por los tratamientos térmicos proporcionan las 
características sensoriales de la bebida de soja, que le aportan una serie de atributos 
relacionados entre sí, y se engloban como un leve flavor a soja, en el que se incluyen el sabor a 
hierba, a cocido, astringente y amargo (Iwuoha y Umunnakwe, 1997; Torres-Penaranda y 
Reitmeier, 2001). Algunos productos derivados de la bebida de soja han conseguido modificar 
aún más estas características, consiguiendo atributos sensoriales con mayor aceptabilidad por 
parte de los consumidores (Donkor et al., 2007).  
 
3.1.3. Tofu  
     El tofu se obtiene coagulando la bebida de extracto de soja; en su aspecto se parece a un 
queso fresco, recién hecho, o a un yogur bastante firme. Aunque hay bastantes diferencias en 
la metodología seguida para elaborar este producto, el fundamento y las etapas básicas son las 
mismas que se siguen en el método tradicional de fabricación de China: las semillas de soja se 
dejan en agua durante la noche y al día siguiente se lavan y se trituran. La mezcla obtenida se 
filtra con gasa, se recoge  el filtrado y  se somete a ebullición durante unos 10 minutos. A 
continuación se añade al filtrado un coagulante (sulfato cálcico, glucono-delta-lactona o 
cloruro magnésico) y se deja actuar media hora, aproximadamente, para que coagule. 
Terminada la coagulación, se prensa el coágulo para eliminar el líquido, con lo que se obtiene 
el tofu firme o prensado; si se prefiere el tofu blando o “sedoso”, se prescinde del prensado. 
     El tofu es un alimento barato y muy nutritivo que se consume en todos los países del Este 
asiático. Por su textura blanda y suave puede mezclarse con muchos otros productos 
alimenticios (sopas, guisos de carne, hortalizas hervidas y como relleno de empanadillas). 
Junto con la bebida de soja es el derivado sin fermentar de esta legumbre más popular en 
EE.UU., Europa, Canadá y Australia. 
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Figura 3.1. Métodos de procesamiento de bebida de soja.  
 
  
       Fuente: Johnson et al., 1983; Gupta y Gupta, 1988; Golbitz, 1995; Kwok y Niranjan, 1995; Liu, 1999; Prawiradjaja, 2003. 
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3.2. Productos de soja fermentados  
     Europa es el continente que produce más variedad de productos fermentados, sobre todo 
lácteos, panarios, bebidas (especialmente vino y cerveza), embutidos y encurtidos. Sin 
embargo, la producción de derivados fermentados de soja y de alimentos feculentos 
fermentados es meramente testimonial. Norteamérica ocupa el segundo lugar, debido al 
predominio de la población de origen europeo que posee, pero al mismo tiempo aventaja a 
Europa en la cantidad de alimentos fermentados a base de soja que produce, lo que se debe a 
su fuerte inmigración asiática. Hay escritos históricos que indican que la salsa de soja y el miso 
se elaboraban en China unos 1.000 años a.C. y que alrededor del año 600 a.C. su tecnología de 
elaboración pasó a Japón (Yokosuka, 1986). En los países del Sureste asiático y en China, Japón 
y Corea los productos fermentados derivados de la soja y del pescado continúan siendo los 
más populares. Los productos fermentados de pescado son generalmente de consumo local y 
prácticamente no se exportan, pero no ocurre así con los de soja, cuya demanda sigue 
creciendo en EE.UU. y en la UE.  
Si bien una parte no despreciable de la producción asiática se realiza siguiendo una 
metodología tradicional y poco evolucionada, que se ha transmitido de generación en 
generación, actualmente se está utilizando también la más moderna y avanzada tecnología, 
sobre todo en Japón, que ha sido y sigue siendo el país que más ha contribuido al 
conocimiento científico de los cambios microbiológicos y bioquímicos que acaecen en estas 
fermentaciones.   
 
3.2.1. Shoyu o salsa de soja 
     Aunque es originaria de China, donde la llaman chiang-yu, su aceptación fue muy grande en 
otros países orientales (Nunomura, 1986). En Japón, donde es conocida como shoyu, disponen 
de la tecnología de elaboración más avanzada del mundo y aunque son más de 400 los 
fabricantes de shoyu, las cinco fábricas más importantes elaboran el 60% o más de la 
producción total. Una de las grandes empresas niponas de salsa de soja, Kikkoman Company 
Ltd., cuenta además con una fábrica en Walworth (Wisconsin) para atender al mercado de 
EE.UU. 
REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
73 
 
     Este producto derivado de la soja se obtiene por fermentación fúngica, seguida de salazón. 
Es un líquido de color marrón oscuro, salado y con sabor a carne, que se utiliza como 
aromatizante de muchos tipos de preparaciones culinarias. Al principio se elaboraba sólo con 
habas de soja; actualmente se emplea como sustrato una mezcla de semillas de soja y trigo.  
     La tecnología de elaboración de la salsa de soja, a pesar de los avances conseguidos y de 
disponer de equipos modélicos, sigue en lo fundamental el procedimiento tradicional (Figura 
3.2). Antes se elaboraba sólo con semillas de soja enteras, pero actualmente se prefieren sus 
harinas y copos desgrasados, a los que se adicionan un 50% en peso de trigo tostado y 
triturado. Hoy día en Japón sólo se elabora artesanalmente menos del 10% de la producción 
total. 
 
Figura 3.2. Diagrama de flujo de la fabricación de salsa de soja.  
 
 
    En el método tradicional, las habas de soja se lavan y se dejan en remojo toda la noche. Se 
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temperaturas de cocción más altas (120-125 ºC) y tiempos más cortos (15 minutos). La cocción 
de las semillas sirve para facilitar la biodisponibilidad nutrientes, eliminar los microorganismos 
que podrían alterar el producto terminado y destruir los factores antinutritivos de la soja. Sin 
embargo, la sobrecocción es perjudicial, ya que se forman enlaces intra e interpeptídicos que 
convierten su proteína en más resistente a la hidrólisis enzimática, con lo que disminuye la 
calidad del producto final (Hesseltine, 1984). El tostado y trituración del trigo adicionado a las 
habas de soja mejora el aroma y el color de la salsa resultante y al mismo tiempo destruye los 
microorganismos superficiales que contaminan los granos, todo lo cual colabora a una mejor 
hidrólisis enzimática. Además, el trigo aporta precursores de monosacáridos, ácidos y 
compuestos aromáticos. El trigo es rico en ácido glutámico y aporta aminoácidos azufrados de 
los que son deficientes las semillas de soja que, sin embargo, son ricas en lisina, aminoácido 
que escasea en los cereales. Una vez preparadas las semillas de soja y de trigo, se mezclan,  
procurando que el trigo se reparta uniformemente por toda la masa, lo que favorecerá el 
desarrollo de los mohos iniciadores y la inhibición de las bacterias, al absorber el exceso de 
humedad de las habas cocidas, con lo que la aw pasa de 0,80 a 0,65, que son unos valores en 
los que sólo crecen los mohos más xerotolerantes. 
    Como agente iniciador de la fermentación se utiliza el Aspergillus oryzae (o también A. Sojae 
o A. Tamari). Tradicionalmente, la mezcla de soja-trigo se sembraba con koji, esto es, con un 
volumen dado de salsa de soja de una elaboración previa, que contenía los iniciadores 
fúngicos. En la actualidad, en vez de emplear koji, se prefiere el tane-koji, que consiste en 
cultivar los mohos en un sustrato sólido (semillas de soja, de trigo o mezcla de ambas) para 
que se originen en ellas enzimas proteolíticas que provoquen la degradación de la materia 
prima y proporcionen sustratos fermentables a las levaduras y bacterias de la siguiente fase 
del proceso fermentativo.  
     La mezcla de soja y trigo se siembra con un 0,1-0,2% de koji o tane koji y se incuba a 30 ºC 
durante 72 horas. Posteriormente, se le adiciona un volumen igual de una salmuera al 25-30%. 
Esta mezcla de koji y salmuera constituye el moromi o masa de fermentación. La fermentación 
del moromi requiere un tiempo de 8 a 12 meses, en agitación y aireación, a una temperatura 
constante. Durante la fermentación se desarrollan diversos microorganismos, principalmente, 
dos géneros de bacterias lácticas (Lactobacillus y Pediococcus) y una levadura (Saccharomyces 
rouxii). Al finalizar el proceso de maduración, el moromi se prensa, obteniéndose un líquido, la 
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salsa de soja, y una torta que se emplea como pienso del ganado. La salsa de soja, a 
continuación, se esteriliza a 120 ºC durante 2 segundos.  
 
3.2.2. Sufu  
     El sufu es el producto que se obtiene a partir del  tofu o cuajada de bebida de extracto de 
soja. En China se consume mucho como merienda y tentempié. Es un producto de sabor suave, 
delicado, carente de fibra, con un alto contenido proteico (10%), un 4% aproximadamente de 
lípidos y un 80% de agua. En su fabricación se distinguen cuatro etapas: 1) Obtención de la 
bebida de extracto de soja. 2) Preparación de la cuajada o tofu. 3) Siembras, fermentación y 
moldeado. 4) Sazonado y maduración (Figura 3.3).  
     Una vez obtenida la cuajada de bebida de extracto de soja o tofu, se corta en cubos 
pequeños, de unos 9-10 mm de lado. A continuación, los cubos se someten a un tratamiento 
de pasteurización (70-80 ºC, 10-15 minutos) para destruir los posibles microorganismos 
alterantes que pudieran contener y para disminuir su contenido acuoso. Los cubos así 
tratados, una vez que alcanzan los 25-30 ºC se inoculan con Actinumucor elegans y Mucor sp., 
dejándolos fermentar 2-3 días a 25 ºC. Terminada la fermentación, los cubos se sazonan en 
salmueras (5% NaCl) que contienen algo más que sal, por ejemplo, moromi de arroz, pasta de 
soja fermentada, etc. Después se dejan madurar 1 a 2 meses, lo que depende de la salmuera 
utilizada. Durante la maduración, los cubos de sufu también experimentan proteólisis y 
lipólisis. Alcanzada la maduración deseada, el producto terminado se pone directamente a la 
venta o bien se enlata y etiqueta debidamente para poder venderlo en lugares alejados de su 
lugar de producción. 
 
3.2.3. Miso 
      El miso, lo mismo que la salsa de soja o shoyu, se elabora a partir de semillas de soja y de 
cereales (arroz, cebada o trigo), adicionadas de salmuera y sometidas a fermentación por los 
mismos mohos, levaduras y bacterias que intervienen en la elaboración de la salsa de soja. Se 
distinguen tres tipos de miso, dependiendo de la materia prima empleada como sustrato de 
fermentación:  
1) miso de arroz, elaborado con koji de arroz, semillas de soja cocidas y sal;  
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2) miso de cebada, hecho de koji de cebada, semillas de soja cocidas y sal; y  
3) miso de soja, elaborado con koji de semillas de soja y sal.  
    A su vez, estos tres tipos de miso se subdividen en varios grupos, atendiendo a su contenido 
de sal (dulce, medio y salado) y a su color (blanco, amarillo y rojo). 
 
Figura 3.3. Diagrama de flujo de elaboración de sufu. 
 
 
      La elaboración del miso varía de unos países a otros y también de unas variedades a otras, 
pero su fundamento es el mismo en todos los casos. En la Figura 3.4 se muestra un diagrama 
de flujo de su fabricación. Las semillas de soja, debidamente acondicionadas, se someten a 
cocción y el cereal (arroz) se escalda, se lleva a 25-30 ºC y se inocula con Aspergillus oryzae 
para obtener tane-koji. Después se prepara la masa o mezcla de fermentación con los dos 
componentes y se le incorpora salmuera (6-12% de sal). Se traslada a un tanque de 
fermentación y se inocula o siembra con miso de una fabricación anterior o con los 
correspondientes microorganismos fermentadores del inóculo (Pediococcus halophilus, 
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Saccharomyces rouxii, Torulopsis, sp, Streptococcus faecalis). La humedad de la mezcla, que en 
esta fase es conocida como miso verde, se ajusta al 48-50% y se deja fermentar en el tanque a 
una temperatura de 25-30 ºC. Después se deja envejecer o madurar y finalmente se pasteuriza 
y prepara para la venta. 
 
Figura 3.4. Diagrama de flujo de la fabricación de miso. 
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natto se envuelven con paja de arroz porciones, aproximadamente iguales, de una mezcla de 
semillas de soja cocidas o de la masa de la harina citada, y se dejan incubar unas 16 horas a 
temperatura ambiente. En los métodos japoneses modernos se emplean, como agentes 
fermentadores, cultivos iniciadores puros, en vez de los bacilos presentes de manera natural 
en la paja de arroz. Durante la fermentación, a partir de las proteínas de la soja se originan 
péptidos y aminoácidos, llegando incluso a la formación de amoniaco (Sanz, 2006). Se sabe que 
el material mucilaginoso de la superficie se compone de glicopéptidos ácidos, pero no se 
conoce ben su mecanismo específico de producción.  
 
3.2.5. Tempeh 
     El tempeh es un producto en cuya elaboración intervienen dos fermentaciones, una 
bacteriana por bacterias lácticas y otra fúngica a cargo de diversas especies de Rhizopus, 
Mucor y Actinomucor elegans; a veces también colabora Neurospora sitophila. Hay dos 
métodos distintos de fabricar tempeh (Figura 3.5): el tradicional y el industrial. 
      En el sistema tradicional las semillas de soja se lavan y se dejan en remojo unas 12-16 horas 
(la cocción es opcional). Después se dejan a temperatura ambiente otras 12-16 horas para el 
desarrollo de las bacterias lácticas que poseen. A continuación se escurre toda el agua y se 
pelan las habas. Los cotiledones se inoculan o siembran con pequeñas porciones de tempeh 
bien desmenuzadas, procedentes de una fabricación anterior; en otras ocasiones se emplean 
como inóculo las envolturas de una partida de tempeh elaborado previamente o incluso 
añadiéndoles ragi tempeh, cultivo iniciador comercial. Después, los cotiledones se envuelven 
bien apretados en hojas de platanera o en paja de arroz y se dejan fermentar en un lugar 
templado 1 o 2 días.  
Martinelli y Heseltime (1964) idearon un nuevo sistema de elaboración de tempeh, método 
industrial, que utiliza como sustrato semillas de soja enteras (sin desgrasar) que se trituran 
groseramente (4-5 trocitos/haba), permitiendo reducir el remojo a sólo 30 minutos. 
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Figura 3.5. Diagramas de flujo de la fabricación de tempeh por el método tradicional (a) y el 
industrial (b) por el método de Martinelli y Hesseltine (1964). 
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4 
La Ultra Alta Presión de Homogeneización 
 
 
     En la actualidad, los consumidores valoran positivamente características de los alimentos 
que les confieran mayor valor añadido, como son la escasa manipulación del producto de 
partida, la ausencia de aditivos o el empleo de aditivos naturales, y la conservación o 
potenciación de las propiedades nutricionales y de las cualidades beneficiosas para la salud. 
Esta tendencia hace que frecuentemente se introduzcan  en el mercado productos novedosos 
que cumplan con estas características. Las preferencias por los alimentos mínimamente 
procesados motiva la investigación de nuevas tecnologías que permitan obtener productos 
nutritivos, seguros y con una vida útil adecuada en términos microbiológicos, sensoriales y 
que, a la vez,  mantengan unas características en el producto final lo más cercanas posible a las 
del producto fresco.  
Durante las pasadas décadas se han desarrollado distintas alternativas a los métodos 
tradicionales de conservación. Una de la alternativa a los tratamientos térmicos más reciente 
es la aplicación de la alta presión. Dentro del campo de las altas presiones existen dos procesos 
que tienen características comunes pero difieren entre ellos en lo referente a sus sistemas de 
aplicación y en muchos casos, en los mecanismos de destrucción de microorganismos que 
predominan durante el procesamiento. Estos procesos son: 
a) las altas presiones hidrostáticas (HHP), aplicadas en sistemas discontinuos o 
semicontinuos, y  
b) la ultra alta presión de homogeneización (UHPH) también conocida en la literatura como 
alta presión dinámica (Guamis et al., 2006). 
     La UHPH es una tecnología basada en los mismos principios de diseño que la 
homogeneización convencional pero alcanzando presiones muy superiores, de hasta 300-400 
MPa. La homogeneización convencional se utiliza desde hace muchos años en la industria 
láctea, con presiones entre 18 y 20 MPa, para reducir el tamaño del glóbulo graso, con el fin de 
evitar el desnatado y la coalescencia de la grasa durante el período de almacenamiento de la 
leche (Diels et al., 2005; Zamora et al., 2007) y, en productos lácteos como natas y helados, 
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para obtener una emulsión fina con propiedades adecuadas de textura y un alto grado de 
estabilidad (Desrumaux y Marcand, 2002).  
En el diseño clásico (Figura 4.1a), el fluido procesado pasa a través de una sección convergente 
llamada espacio de la válvula, que es el espacio comprendido entre el cabezal y el asiento de la 
válvula. El fluido es bombeado por un estrecho espacio a través del asiento contra el cabezal 
de la válvula, produciéndose un choque contra éste y el anillo de impacto, con lo que sufre una 
ultrarrápida depresión antes de abandonar el homogeneizador a presión atmosférica (Kleinig 
& Middelberg, 1996; Kelly & Muske, 2004). El diseño APV-Gaulin es convencionalmente 
utilizado en la industria láctea, en la que se utilizan procesos de homogenización a gran escala 
bajo presiones moderadas (70-100 MPa) (Thibeaud et al., 2003; Pereda et al., 2007). 
     Con el paso del tiempo, la tecnología de homogenización ha evolucionado y la demanda de 
productos con mayor calidad nutricional, larga vida útil y mejor estabilidad coloidal ha 
generado avances tecnológicos como la UHPH (Hayes & Kelly 2003a; Hayes & Kelly 2003b; 
Thiebaud et al., 2003; Cruz, et al., 2007; Suárez-Jacobo et al., 2011; Poliseli-Scopel et al., 2012; 
Valencia-Flores et al., 2013). Gracias a los avances en la ciencia de materiales se ha progresado 
en el diseño de homogeneizadores que alcanzan presiones superiores a las de la 
homogenización convencional, dando lugar productos de alta calidad. Un homogeneizador de 
UHPH consta de un generador de alta presión, ensamblado a una válvula diseñada 
especialmente para resistir la aplicación de presiones muy altas.  
 
Figura 4.1. Diseño de (A) una válvula convencional de homogenización (APV-Gaulin) y (B) una 
válvula de un homogeneizador de alta presión (Stansted). Fuente: Floury et al., (2004b). 
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     El homogeneizador Stansted (Figura 4.2b) es un equipo que incorpora material cerámico en 
su válvula, que lo hace capaz de soportar presiones de hasta 400 MPa. Lo interesante de este 
equipo es que la geometría de la válvula ha sido modificada respecto a la de válvula clásica 
APV-Gaulin (Figura 4.1a) y el paso del fluido en el equipo Stansted se realiza de manera 
inversa. Esta nueva tecnología permite aumentar la presión de homogeneización, debido a que 
el paso entre la válvula y el asiento en este diseño es mucho más estrecho (2-5 μm) que en la 
válvula APV-Gaulin (10-30 μm). Además, este homogeneizador cuenta también con una 
segunda válvula neumática, localizada después de la primera válvula de cerámica, que tiene la 
capacidad de soportar presiones por encima de 50 MPa. Por lo tanto, se pueden realizar 
procesos utilizando la primera válvula de presión (primera etapa) o la segunda válvula de 
presión (segunda etapa) o una combinación de ambas.  
     En la válvula de Stansted (Figura 2-4) los sentidos de flujo a través de la válvula se invierten, 
el fluido es alimentado primero axialmente a alta presión a lo largo de la parte móvil de la 
válvula y fluye con una alta velocidad a través del hueco estrecho entre la válvula y el asiento 
de la válvula. El tamaño de la brecha y la velocidad resultante del fluido, generada por la alta 
presión, dependen de la fuerza que actúa en el pistón de la válvula, que se puede ajustar para 
regular la intensidad de homogeneización. La caída de presión del fluido en la válvula se llama 
la presión de homogeneización (Floury et al., 2004ab). Las altas presiones alcanzadas por la 
válvula de Stansted (400 MPa) se deben a la estrecha abertura (2-5 micras vs 10-30 micras) 
(Floury et al., 2004a). Consecuentemente, en la válvula se producen una combinación de 
fuerzas de cizalla, cavitación, turbulencia y coalescencia en la superficie del fluido (Floury et al., 
2004b). La Figura 4.2 muestra el equipo UHPH (FPG11300:400, Stansted Fluid Power Ltda., UK) 
utilizado para la elaboración de las muestras analizadas en esta tesis.  
    Generalmente la tecnología UHPH se considera una alternativa a los tratamientos térmicos. 
Sin embargo, durante su aplicación se produce un aumento de temperatura debido al 
calentamiento adiabático generado cuando el fluido impacta a alta velocidad en la válvula de 
homogeneización (Floury et al., 2003; Sandra & Dalgleish, 2005; Bouaouina et al., 2006; Serra 
et al., 2008a). Este incremento de temperatura es de 18-20 ºC por cada 100 MPa, dependiendo 
de la temperatura de entrada al equipo de alta presión de homogenización Stansted FPG11300 
(Thiebaud et al, 2003; Pereda et al., 2007; Donsì et al., 2009; Serra et al., 2008a; Poliseli-Scopel 
et al., 2012; Valencia-Flores et al., 2013). Este aumento de temperatura resultante en la válvula 
de alta presión, de acuerdo con la temperatura de entrada y la presión aplicada, puede 
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alcanzar temperaturas superiores a 120 ºC, aunque durante un tiempo muy breve <0,7 s 
(Picart et al., 2006). Por lo tanto, un producto tratado por UHPH se somete a un efecto 
resultante de la combinación de presión y temperatura durante un tiempo muy corto, 
reduciendo al mínimo el daño térmico en la calidad general del producto. 
 
Figura 4.2. Vista esquemática de un equipo UHPH. Fuente: Poliseli-Scopel (2012). 
 
4.1. Aplicación de la UHPH en alimentos. 
     La alta presión de homogenización se utilizó  inicialmente en la industria química, cosmética 
y farmacéutica, aplicando presiones de entre 20 y 50 MPa, para preparar o estabilizar 
emulsiones y suspensiones y modificar sus propiedades reológicas (Roesch y Corredig, 2003; 
Floury, 2002). Más tarde se introdujo la aplicación de estas presiones moderadas en los 
alimentos para cambiar las propiedades de las emulsiones (Diels et al., 2005). Más 
recientemente se plantea la aplicación de presiones de 200 y 300 MPa (UHPH) en alimentos 
para conseguir la inactivación de microorganismos y enzimas, además de modificar las 
propiedades reológicas y, por supuesto, prevenir el cremado (Pereda et al., 2006; Pereda et al., 
2007; Picart et al., 2006; Zamora et al., 2007; Diels, et al., 2005; Hayes et al., 2005; Hayes & 
Kelly, 2003a; Hayes & Kelly, 2003b; Kielczewska et al., 2003).  
  Otro enfoque en la aplicación de la UHPH es el efecto en los productos derivados de la leche, 
como son las propiedades de coagulación, la viscosidad, la estructura y la textura del gel, entre 
otras (Zamora et al., 2007; Serra et al., 2007, Serra et al., 2008; Pereda et al., 2008). También 
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se ha estudiado la inactivación de microorganismos inoculados en leche y derivados, en 
bebidas vegetales, en batidos y en zumo (Diels et al., 2005; Briñez et al., 2006a; Briñez et al., 
2006b; Briñez et al., 2006c; Briñez et al., 2007; Cruz, et al., 2007; Serra et al., 2008; Suárez-
Jacobo et al., 2010; Suárez-Jacobo et al., 2011; Poliseli-Scopel et al., 2012; Valencia-Flores et 
al., 2013; Velázque-Estrada, et al., 2013).  
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5 
PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS 
 
 
 
 
El consumo de las bebidas de soja y de almendra está aumentando en Europa porque son 
útiles como alternativa a la leche de vaca para los individuos intolerantes a la lactosa, con 
alergia a las proteínas de la leche, o para aquellos que evitan la leche por otras razones, pero 
también debido a los efectos beneficiosos para la salud que se le atribuye. No hay información 
en la literatura acerca del efecto de la alta presión de homogeneización sobre los 
componentes nutritivos y bioactivos de las bebidas de soja y de almendra. Tampoco se han 
encontrado datos sobre el valor nutritivo y biofuncional de la bebida de almendra, a pesar de 
ser un producto elaborado a partir de una materia prima muy bien caracterizada 
nutricionalmente. Además, los componentes bioactivos más relevantes de estos productos 
presentan potenciales efectos beneficiosos sobre la salud.  
El trabajo de esta tesis se resume en tres partes:  
1) Estudiar los efectos de la ultra alta presión de homogeneización sobre el valor nutritivo 
y biofuncional de las bebidas de soja y de almendra  
2) Estimar la exposición y el riesgo de los compuestos bioactivos más relevantes en 
productos derivados de la soja  
3) Estudiar los efectos biológicos de algunos compuestos bioactivos: capacidad 
antioxidante de las poliaminas y estudio del metabolismo intracelular de las 
isoflavonas en células endoteliales 
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Efectos de la ultra alta presión de homogeneización sobre el valor nutritivo y biofuncional 
de las bebidas de soja y de almendra: Esta parte de la tesis se encuentra enmarcada dentro de 
un proyecto de Plan Nacional  (AGL 2008-05430-C02-02), el cual pretende aplicar una 
tecnología emergente, la ultra alta presión de homogeneización (UHPH), para la obtención de 
bebidas de soja y almendra y comparar esta tecnología con las convencionalmente aplicadas a 
este tipo de productos (pasteurización y UHT). Este proyecto fue realizado en coordinación con 
el grupo del Centre Especial Planta de Tecnologia dels Aliments (CERPTA) de la Universidad 
Autónoma de Barcelona, y su participación en el proyecto fue estudiar las condiciones de 
UHPH que permitan obtener productos de buena calidad físico-químico, microbiológico y 
sensorial y durabilidad equiparables a los obtenidos por tratamientos térmicos convencionales 
de pasteurización y esterilización. Nuestro objetivo fue estudiar el efecto que estos 
tratamientos provocaban sobre una serie de parámetros nutritivos y biofuncionales 
previamente seleccionados. 
Estimación de la exposición y del riesgo de algunos de los compuestos bioactivos en 
productos derivados de la soja. La soja es una fuente de isoflavonas, cuyo consumo presenta 
potenciales efectos beneficiosos para la salud, asociados a una mejora de los síntomas 
menopáusicos en mujeres y a una reducción del riesgo de sufrir algunas enfermedades, como 
las cardiovasculares. Por otra parte, el consumo de estos compuestos por los lactantes podrían 
tener efectos endocrinos significativos sobre el desarrollo y el sistema reproductor de los 
infantes. A su vez, los productos derivados de la soja, especialmente los fermentados, pueden 
contener niveles elevados de aminas biógenas, que pueden suponer un riesgo para la salud.  
Efectos biológicos de algunos compuestos bioactivos. Las poliaminas son compuestos 
naturales que, entre sus numerosas funciones en diversos procesos metabólicos 
fundamentales, cuenta con un papel reconocido como antioxidantes contra el estrés oxidativo 
celular. Por otro lado, el metabolismo intracelular de las isoflavonas en células endoteliales 
pueden resultar importantes en los mecanismos de acción cardioprotectores en el sistema 
vascular. Esta parte fue realizada como complemento de formación ligado a una estancia 
predoctoral en el grupo de investigación de Nutrición Molecular de la Universidad de Reading 
(UK) con el objetivo de aprender técnicas moleculares con cultivos celulares. 
 
OBJETIVOS 
91 
 
En concreto los OBJETIVOS a desarrollar fueron:  
1.1) Estudiar la composición nutritiva y biofuncional de bebidas de soja y almendra y 
compararla con la leche de vaca.  
1.2) Evaluar el efecto de la ultra alta presión de homogeneización sobre los 
compuestos nutritivos y bioactivos en las bebidas de soja y almendra y compararlo con los 
tratamientos térmicos convencionales.  
1.3) Estudiar la estabilidad de algunos compuestos bioactivos (isoflavonas, 
fitoesteroles y tocoferoles) y de la calidad proteica (en térmicos de digestibilidad y de 
disponibilidad de la lisina) de la bebida de soja pasteurizada y esterilizada por UHPH 
comparada con la de los tratamientos térmicos.  
2.1) Estudiar la exposición y el riesgo del consumo de las aminas biógenas en 
productos fermentados y no fermentados derivados de la soja.  
2.2) Comparar el aporte de isoflavonas derivado del consumo de productos derivados 
de la soja con el de los complementos alimenticios y estudiar en qué medida se alcanzan los 
valores recomendados para sus efectos beneficiosos en la menopausia y en la reducción de la 
hipercolesterolemia.  
2.3) Estimar el riesgo asociado al consumo de fórmulas infantiles a base de soja por 
lactantes de 0 a 6 meses. 
3.1) Evaluar in vitro la capacidad antioxidante de las poliaminas y su mecanismo de 
acción. 
3.2) Estudiar el metabolismo intracelular de las isoflavonas en las células endoteliales 
de vena umbilical humana (HUVEC), usando hepatocitos HepG2 y células intestinales Caco-2 en 
monocapa como controles positivos. 
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6 
METODOLOGÍA ANALÍTICA 
 
 
6.1. Composición centesimal básica 
6.1.1. Extracto seco 
Para determinar el extracto seco de las muestras líquidas, las muestras se congelaron a -80 
ºC durante a 24h, y posteriormente fueron liofilizadas en un liofilizador (Telstar, Cryodos, 
Terrassa, Spain). El contenido acuoso se determinó para poder expresar los resultados en peso 
seco. 
 
6.1.2. Contenido de proteína 
La determinación del contenido del nitrógeno total se realizó mediante el método Kjeldahl 
descrito en los métodos de la AOAC (2001.11). El método de Kjeldahl consta de las siguientes 
etapas: 1) la mineralización o digestión con ácido sulfúrico concentrado de la muestra, 
transformando el nitrógeno orgánico en iones amonio, 2) la destilación del amoniaco y, 3) la 
valoración volumétrica ácido-base del nitrógeno destilado. 
Para calcular el contenido de proteínas de la soja y sus productos derivados, el contenido 
del nitrógeno total fue multiplicado por el factor de conversión específico de 5.71. Y para el 
contenido de proteínas de la bebida de almendra, se utilizó el factor de conversión de 5.18 
(FAO, 1970). 
 
6.1.3. Contenido total de grasa 
La determinación del contenido de grasa se realizó mediante el método Soxhlet (AOAC, 
2000). Se basa en una extracción semicontinua de la grasa con un disolvente orgánico, el cual 
se calienta, se volatiliza y condensa goteando sobre la muestra la cual queda sumergida en el 
disolvente. El contenido de grasa se cuantifica por diferencia de peso. 
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6.1.4. Contenido total de cenizas 
El contenido total de cenizas se determinó mediante el método oficial de la AOAC (2000). El 
método se basa en la destrucción de la materia orgánica presente en la muestra por 
calcinación y determinación gravimétrica del residuo. 
 
6.1.5. Determinación de la fibra dietética 
El contenido total de fibra dietética se determinó mediante el kit comercial de Sigma Co (St. 
Louis, MO, USA) basado en el método de la AOAC (2000). Este método se basa en la 
determinación gravimétrica del residuo resultante de la digestión enzimática de las muestras. 
Brevemente, las muestras se gelatinizan con la enzima α-amilasa térmicamente estable, y 
posteriormente digeridas enzimáticamente con las enzimas proteasa y amiloglucosidasa para 
eliminar la proteína y el almidón. La fibra soluble se precipita por la adición de etanol, el 
residuo se filtra, se lava con acetona, se seca y se pesa.  
Fibra dietética total = Peso del residuo – Peso (proteína + cenizas) 
 
6.1.6. Determinación de sacarosa 
El contenido de sacarosa se determinó mediante el kit comercial de Sigma Co (St. Louis, 
MO, USA). Este método se basa en la determinación enzimática cuantitativa de la sacarosa. La 
sacarosa se hidroliza en glucosa y fructosa por la acción de la enzima invertasa. La glucosa y la 
fructosa son fosforiladas por la trifosfato de adenosina (ATP) en la reacción catalizada por la 
hexoquinasa. A continuación, la glucosa-6-fosfato (G6P) se oxida a 6-fosfogluconato en 
presencia de nicotinamida adenina dinucleótido (NAD) en una reacción catalizada por la 
deshidrogenasa de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH). Durante esta oxidación, una 
cantidad equimolar de NAD es reducida a NADH. El aumento de la absorbancia a 340 nm es 
directamente proporcional a la concentración de sacarosa. 
 
6.1.7 Valores de pH 
El pH se determinó mediante la lectura directa del potencial eléctrico creado en la 
membrana de un electrodo de vidrio (Crison®, modelo Xerolyt). 
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6.2. Determinación de los componentes nutritivos 
6.2.1. Determinación de aminoácidos 
6.2.1.1. Determinación de aminoácidos totales 
     El método seleccionado para la determinación de los aminoácidos totales fue la 
cromatografía de intercambio catiónico y derivatización post-columna con ninhidrina.  
     Preparación de la muestra: Las muestras (5 mL) se pesan en tubos Pyrex de 10 mL con tapón 
de rosca y junta de teflón. Se añaden 5mL de HCl 12N y se agita. Se borbotea nitrógeno 
durante 1 minuto para crear una atmósfera inerte. La hidrólisis ácida se lleva a cabo a 110 ºC 
durante 23 h. A continuación se deja enfriar a temperatura ambiente. Los hidrolizados se 
pasan por filtros de papel humedecidos. Se añade 75 μL de disolución madre de patrón interno 
(norleucina, NLE) 2,5mM a 250 μL del hidrolizado. La disolución se evapora a sequedad y se 
redisuelve en 1 mL de tampón de citrato a pH 2,2. Posteriormente se inyecta 60 μL en el 
cromatógrafo. 
     La separación cromatográfica de los aminoácidos se realiza mediante elución con tampones 
de citrato de litio con pH y fuerza iónica creciente según las recomendaciones del fabricante 
del instrumento, derivatización post-columna con ninhidrina y detección simultánea a 440 y 
570 nm (siguiendo el método de Spackman, Moore y Stein, 1958). Se utiliza un analizador de 
aminoácidos modelo Biochrom 30 (Biochrom, UK).   
 
6.2.1.1. Determinación de triptófano 
     El triptófano se determinó por cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) en fase reversa 
con detección UV sin derivatización previa, tras una hidrólisis básica (Viadel et al., 1999). 
Preparación de la muestra: Las muestras (0.087 g proteína) se pesan en un tubo Pyrex de 10 
mL con tapón de rosca y junta de teflón. Se añaden 2.625 g de hidróxido de bario octa-
hidratado y 5 mL de agua a 100 ºC. La mezcla se agita en vortex. Se burbujea nitrógeno 
durante 2 minutos manteniendo los tubos en el baño de ultrasonidos y se lleva a 120 ºC 
durante 8 horas. El hidrolizado se pasa por filtros de papel humedecidos y el filtrado se recoge 
en matraces aforados de 25 mL. Se deja enfriar a temperatura ambiente, se ajusta el pH a 4-6 
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con HCl 18.5% (v/v) utilizando papel indicador del pH y el volumen se completa a 25 mL con 
agua destilada. El contenido del matraz aforado se transfiere a tubos de polipropileno de 50 
mL y se centrifuga a 3000g y 25 ºC durante 10 minutos. El sobrenadante filtrado (filtros de 0.45 
μm) se inyecta directamente en el cromatógrafo. 
La determinación de triptófano se realiza mediante el sistema de HPLC (Waters 474 plus, 
Milford, MA) y detección UV a 280 nm. La columna es una Nova-Pack C18 (3,9 x 150mm, 4 μm) 
(Waters Cromatografía), que se mantiene a 25 ºC durante el análisis. El flujo es de 1 mL/min y 
el volumen de inyección es de 20 μL. La separación se realiza de manera isocrática con la fase 
móvil formada por acetato sódico anhidro 0,01 M y 10% acetonitrilo ajustado a pH 5.8 con 
ácido acético glacial 1M. 
 
6.2.2. Determinación de ácidos grasos 
     Los ácidos grasos se determinaron por cromatografía de gases (CG) y detección de 
espectrometría de masas. 
     Preparación de la muestra: primero, se liofilizan las muestras en un liofilizador (Telstar, 
Cryodos, Terrassa, Spain). Luego, se realiza una extracción de la grasa tres veces a partir de 100 
mg de muestra liofilizada con 10 mL de una mezcla de cloroformo-metanol (2:1 v/v) con ácido 
acético al 5%. El extracto se lleva a sequedad en un rotavapor a temperatura ambiente. Se 
añade 100 μL de metil-nonadecanoato (10.000 mg/L) como patrón interno. Los ésteres 
metílicos de los ácidos grasos (FAMEs) se preparan a partir de la grasa extraída de acuerdo a la 
UNE-55-004-73. 
     La determinación cromatográfica de los FAMEs se realiza mediante un sistema de CG 
Thermo Trace GC Ultra system (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) equipado con una 
columna BPX70 (30 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 m) con helio como gas transportador, acoplado a 
un espectrómetro de masas Thermo ITQ 900. El inyector automático trabaja sin split. El volume 
de inyección es de 1 μL. La temperatura del inyector es de 260 ºC. El programa de temperatura 
del horno comienza a 70 ºC durante 1 min, seguido de una rampa de 4 ºC/min hasta 240 ºC 
donde se mantiene la temperatura 5 minutos. Se utiliza un detector de masas opera con una 
fuente de ionización a 200 ºC, realizando un barrido de 35 a 350 m/z 2 veces por segundo.  
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6.2.3. Determinación de tocoferoles 
La determinación de tocoferoles se llevó a cabo mediante cromatografía líquida de ultra 
alta presión (UHPLC) y detección UV. 
Preparación de la muestra: la preparación de la muestra se realiza siguiendo el método 
descrito por Alves, Casal y Oliveira (2009), ligeramente modificado. Primero, se liofilizan las 
muestras en un liofilizador (Telstar, Cryodos, Terrassa, Spain). Luego, se disuelve 0,2 g de 
muestra liofilizada en 1,25 mL de agua desionizada. Se añade 20 L de acetato de -tocoferol 
(1000 mg/L) como patrón interno, 0,125 mL de ácido ascórbico (100 mg/L) como antioxidante 
para prevención de la oxidación de los tocoferoles durante el procedimiento de extracción, y 
2,5 mL de metanol. Después de la homogenización, se realiza tres veces la extracción de los 
tocoferoles con 1,5 mL de hexano-acetato de etilo (90:10). Se recoge la fase orgánica y se lleva 
a sequedad bajo una corriente de nitrógeno. El residuo se redisuelve en 750 L de 
diclorometano-metanol (2:1) para el análisis cromatográfico. El procedimiento se realiza en 
ausencia de luz y utilizando material opaco. 
La separación cromatográfica de α-, γ- and δ-tocopherol se lleva a cabo en Waters Acquity 
Ultra Liquid Chromatographic System (UPLC™) (Milford, MA, USA). Las muestras se filtran por a 
0.22 μm (GHP, Waters Corp, Milford, MA) y se inyecta 1 μL en una columna de fase reserva 
Acquity UPLCTM EH C18 1,7 μm (2,1 mm×50 mm) (Waters corp., Milford, MA, USA), que se 
mantiene a temperatura de 30 ºC. El sistema UPLC consiste en una bomba binaria y un 
inyector automático con un detector de fotodiodo (Waters 2996, Milford, MA), el cual es 
programado a 292 nm. La óptima separación se realiza de modo isocrático con 100% de la fase 
móvil, la cual consiste en acetonitrilo-metanol (60:40) a un flujo constante de 0,6 mL/min.  
 
6.3. Determinación de los compuestos bioactivos 
6.3.1. Determinación de isoflavonas 
     Las isoflavonas se determinaron por UHPLC en fase reversa con detección UV (Toro-Funes 
et al., 2012). 
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Preparación de la muestra: la extracción de las isoflavonas se basa en el procedimiento 
descrito por Kao y Chen (2002). Según el contenido de isoflavonas, se pesan entre 0,5 y 5 g de 
muestra en un tubo de centrífuga y se añaden 5 mL de acetona-ácido hidroclórico 0,1N (5:1 
v/v). La mezcla se deja en un plato magnético en agitación durante 2 h a temperatura 
ambiente. Después, se centrifuga a 6.000 rpm a 25 ºC durante 20 minutos. El sobrenadante se 
evapora a sequedad a 35 ºC con un rotavapor, y se redisuelve con 5 mL de metanol. Antes del 
análisis por UHPLC, los extractos se pasan por filtros de 0,22 μm (GHP, Waters Corp, Milford, 
MA).  
La determinación cromatográfica simultánea de 12 isoflavonas se realiza mediante el 
sistema UHPLC (Waters Acquity System, Milford, MA, USA) y detector fotofiodo (Waters 2996, 
Milford, MA) a 262 nm. La separación cromatográfica se lleva a cabo en una columna Acquity 
UPLC EH C18 1,7 μm (2,1 mm x 50 mm) (Waters corp., Milford, MA, USA), que se mantiene a 
35 ºC. Las fases móviles se componen de acetonitrilo con ácido acético al 1% (Fase A) y agua 
con ácido acético al 1% (Fase B). El gradiente de elución empleado consiste en: un gradiente 
lineal de 10 a 12% de A, 0-1 min; gradiente linear de 12 a 22 % A, 1-3 min; gradiente linear de 
22 a 23% A, 3-4 min; gradiente linear de 23 a 35% A, 4-5 min; gradiente linear de 35 a 50% A, 
5-6 min; gradiente linear hasta alcanzar las condiciones iniciales en 2 min. El flujo es de 0,6 
mL/min y el volumen de inyección es de 2 μL. 
 
6.3.2. Determinación de fitoesteroles 
     Los fitoesteroles se determinaron por CG y detección de espectrometría de masas. 
     Preparación de la muestra: primero, se liofilizan las muestras en un liofilizador (Telstar, 
Cryodos, Terrassa, Spain). Luego, se realiza una extracción de la grasa tres veces a partir de 100 
mg de muestra liofilizada con 10 mL de una mezcla de cloroformo-metanol (2:1 v/v) con ácido 
acético al 5%. El extracto se lleva a sequedad en un rotavapor a temperatura ambiente. Se 
añade 20 μL de 5--colestano (1.000 mg/L) como patrón interno. Los fitoesteroles se preparan 
a partir de la grasa extraída de acuerdo a la European Pharmacopoeia (01/2008:20423). 
     La determinación simultánea del campesterol, stigmasterol, stigmastanol, fucosterol, Δ5-
avenasterol y β-sitosterol (Sigma S.A.) se realiza mediante un sistema de CG Thermo Trace GC 
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Ultra system (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) equipado con una columna BD-5 MS (30 
m x 0,25 mm d.i. x 0,25 m) con helio como gas transportador, acoplado a un espectrómetro 
de masas Thermo ITQ 900. El inyector automático opera en modo pulsado splitless. El volumen 
de inyección es de 1 μL.  La temperatura del inyector es programada a 270 ºC y el programa de 
temperatura del horno comienza a 70 ºC durante 0,5 min, seguido de una rampa de 20 ºC 
hasta 210 ºC donde se mantiene la temperatura 0,5 minutos, y finalmente una rampa de 3 
ºC/min hasta 300 ºC donde se mantiene la temperatura 10 minutos. Se utiliza un detector de 
masas opera con una fuente de ionización a 200 ºC, realizando un barrido de 50 a 550 m/z 3 
veces por segundo.  
 
6.3.3. Determinación de aminas biológicamente activas 
Las aminas biógenas y poliaminas fueron determinadas por UHPLC, con derivatización post-
columna y detección de fluorescencia (Waters Acquity System, Milford, MA, USA) siguiendo el 
método descrito y validado por Latorre-Moratalla y col. (2009). 
Preparación de la muestra: según el contenido de aminas biológicamente activas, se pesan 
entre 5 y 10 g de muestra en un tubo de centrífuga. Se añade 9 mL de una solución de ácido 
perclórico 0,6 M y se deja en agitación durante 20 minutos a temperatura ambiente. A 
continuación, se centrifuga durante 20 minutos a 10.000 rpm a 4 ºC. El sobrenadante se 
recoge en un matraz de 25 mL. El procedimiento se repite de igual manera y se ajusta el 
volumen final a 25 mL. Antes del análisis por UHPLC, los extractos se pasan por filtros de 0,22 
μm (GHP, Waters Corp, Milford, MA).  
La determinación cromatográfica simultánea de 12 aminas biógenas y poliaminas se realiza 
mediante el sistema UHPLC (Waters Acquity System, Milford, MA, USA), acoplado a una 
bomba post-columna y detector fluorescencia (Waters 2475). La separación cromatográfica se 
lleva a cabo en una columna Acquity UPLC EH C18 1,7 μm (2,1 mm x 50 mm) (Waters corp., 
Milford, MA, USA), que se mantiene a 42 ºC. El volumen de inyección es de 1 μL. La detección 
fluorimétrica se realiza a 340 nm de excitación y 445 nm de emisión.  
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A continuación se muestran la composición de las fases móviles y del reactivo de 
derivatización, y el gradiente de elución linear. 
 
Eluyente A: 
Acetato sódico 0,1 M  
octanosulfonato sódico 10 mM; pH 4,8.  
 
Eluyente B: 
Eluyente A : acetonitrilo (6,6:3,4); pH 4,5. 
 
Flujo de la fase móvil (A:B): 0,8 mL/min 
Programa de elución: 
0 min = A:B (80:20); 2 min = A:B (80:20);  
3 min = A:B (60:40); 4 min = A:B (50:50);  
5 min = A:B (40:60); 6 min = A:B (20:80);  
6,40 min = A:B (80:20); 7 min = A:B (80:20)  
 
 
 
 
 
 
 
6.4. Determinación de parámetros de calidad proteica 
6.4.1. Determinación de furosina 
La furosina se determina por HPLC en fase reversa con detección UV a 280 nm, según el 
método descrito por según el método descrito por Ferrer et al. (2000).  
Preparación de la muestra: Se pesan alícuotas de muestra que correspondan a 40-50 mg de 
proteína, en tubos Pyrex de 10 mL con tapón de rosca y junta de teflón. Se añaden 8 mL de HCl 
8N y se burbujea nitrógeno durante 1 minuto. La muestra se hidroliza a 110 ºC durante 23 h. A 
continuación, se pesan los tubos y se añade, si es necesario, la cantidad suficiente de HCl 8N 
para recuperar el peso previo a la hidrólisis. El hidrolizado se filtra, recogiéndolo en tubos 
opacos. Se toma 1 mL del filtrado y se le añaden 4 mL de HCl 3N (1-2 μg proteínas/μL). Se 
realiza entonces una extracción en fase sólida; para ello, se añaden 0,5 mL del hidrolizado 
diluido a un cartucho Sep-Pak C18 plus, acondicionado previamente con 5 mL de metanol y 10 
Flujo del reactivo derivatizante:  
0,4 mL/min 
Reactivo de derivatización: 
31 g/L de ácido bórico  
26,2 g/L de hidróxido sódico  
0,2 g/L de orto-ftaldehído en 5 mL de metanol  
3 mL/L de 2-mercaptoetanol  
3 mL/L de éter de polioxietilenlaúrico al 30%.  
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mL de agua, y se descarta el extracto. La furosina se eluye con 3 mL de HCl 3N y se lleva a 
sequedad con el sistema de vacío a 43 ºC, disolviendo el residuo en 2 mL de fase móvil. Tras 
filtrar (0,45 μm), se inyecta en el cromatógrafo.  
La determinación cromatográfica de la furosina se realiza mediante el sistema de HPLC 
(Waters 474 plus, Milford, MA). La columna es una Nova-Pack C18 (3,9 x 150mm, 4 μm) 
(Waters Cromatografía), que se mantiene a 25 ºC. El flujo es de 0,8 mL/min y el volumen de 
inyección, de 20 μL. La separación se realiza de modo isocrático con 100% de la fase móvil, la 
cual consiste en heptanosulfonato de sodio 5 mM, 20% de acetonitrilo y 0.2% de ácido 
fórmico, de preparación diaria. 
El porcentaje de lisina bloqueada puede calcularse a partir del contenido de furosina y el 
valor inicial de lisina determinada por HPLC en la muestra, con la expresión:  
                % bloqueo = (3.1·furosina·100) / (lisina por CLAR + 1.86· furosina)  
Esta fórmula se utiliza cuando en la determinación de furosina la hidrólisis se realiza 
con HCl 6 M (Bujard y Finot, 1978; Finot et al., 1981; Pizzoferrato et al., 1998). 
 
6.4.2. Determinación del porcentaje de digestibilidad “in vitro” de las proteínas 
La digestibilidad de las proteínas se realiza mediante un método enzimático descrito por 
Hsu y col. (1977) que involucra el uso de tripsina pancreática, quimotripsina bovina y peptidasa 
porcina intestinal.  
Procedimiento: la solución multienziática (1,6 mg tripsina, 3,1 mg quimotripsina y 1,3 mg 
peptidasa/mL) se mantiene en hielo y se ajusta a pH 8.0 con HCl y /o NaOH 0,1N. 50 mL de una 
solución acuosa de 1 mg de nitrógeno/mL de muestra liofilizada se ajusta a pH 8,0 a 37 ºC en 
agitación. Se añade 5 mL de la solución multienziática a la solución proteica y se mantiene a 37 
ºC en agitación. Después de 10 min, se mide el pH, el cual desciende debido a la liberación de 
los grupos carboxílicos de las uniones peptídicas hidrolizadas por las enzimas. El valor de la 
digestibilidad es calculado de acuerdo a la fórmula: 
               % Digestiblidad = 210.46 -18.10*(pH a los 10 min) 
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6.5. Parámetros de oxidación lipídica 
6.5.1. Determinación del Índice de peróxidos  
El índice de peróxidos se determinó empleando el procedimiento espectrofotométrico 
basado en la capacidad de los peróxidos en oxidar los iones ferrosos a iones férricos para 
determinar el valor de peróxido (PV) por Hornero Méndez y col (2001). La absorbancia se 
midió a 500 nm en cubeta de vidrio en un espectrofotómetro UV-VIS (Shimadzu UV-160A, 
Kyoto, Japón).  Los resultados se expresaron miliequivalentes de peróxido por kilogramo de 
muestra. 
 
6.6.2. Determinación de los Coeficientes específicos de extinción K232, K270 y K280 (Compuestos 
conjugados) 
Los coeficientes específicos de extinción K232, K270 y K280 sirven para estimar la concentración 
de dienos, trienos y carbonilos conjugados respectivamente. Estos coeficientes se 
determinaron mediante el método oficial de la Unión Europea EEC/2568/1991 para el aceite 
de oliva, adaptado en nuestro laboratorio para el aceite de soja (Reglamento EEC/2568/91 
European Commision). Brevemente, una alícuota de 0,05-0,1 g del aceite se diluyó a un 
volumen final de 20 mL con ciclohexano. La absorbancia se midió a 232 nm para los dienos 
conjugados (K232), a 270 nm para los trienos conjugados (K270), y a 280 nm para los carbonilos 
conjugados (K280). 
 
6.5.3. Determinación de las especies reactivas del Ácido Tiobarbitúrico (Compuestos 
carbonílicos) 
Para medir las especies reactivas al ácido barbitúrico (TBARS) se usó el método oficial de la 
AOCS Cd 19-90. Brevemente, una alícuota de 0,05-0,1 g de muestra se diluyó hasta 25 mL en 1-
butanol. 5mL de la solución de la muestra y 5 mL de una solución de TBA (200 mg de ácido 2-
tiobarbitúrico en 100 mL de 1-butanol) se transfirieron a un tubo de cierre hermético, y se 
incuban a 95 ºC durante 120 minutos en un baño de agua. Finalmente, se midió la absorbancia 
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a 530 nm frente a agua ultrapura y los resultados se expresaron como equivalentes de 
malonaldehído en μg/g de aceite. 
 
6.5.3. Determinación del  Índice de estabilidad oxidativa 
El índice de estabilidad oxidativa se determinó mediante la formación de compuestos 
volátiles utilizando un equipo Rancimat, modelo 679 (Metrohm, Herisau, Suiza), siguiendo el 
Método Oficial AOCS Cd 12b-92 (AOCS. American Oil Chemists Society, 2009). Alícuotas de 2,5-
3 g se transfirieron a tubos de reacción y se calientan a 100 ºC,  con un flujo de aire de 15 L/h. 
El índice de estabilidad del aceite (OSI) (tiempo de inducción) se define como el cambio 
máximo de la velocidad de oxidación de las muestras o, matemáticamente, como el máximo 
de segunda derivada de la conductividad respecto al tiempo. Los resultados se expresaron 
como factor de protección (FP), que se calcula de acuerdo con la siguiente fórmula:  
PF = OSIs/OSI0 
donde OSIs y OSI0 son las OSI de la muestra y de control, respectivamente.  
 
6.5.4. Determinación de la Capacidad antioxidante global 
La capacidad antioxidante se determinó por el método del secuestro del radical estable 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) según el método descrito por Odriozola-Serrano, Soliva-Fortuny 
y Martín-Belloso (2008). La absorbancia se midió a 515 nm en un espectrofotómetro UV-vis 
UV-160A (Shimadzu, Kyoto, Japón). Los resultados se expresaron como micromoles de 
equivalente de Trolox por kg de muestra.  
 
6.6. Cultivos celulares  
Los cultivos celulares se realizaron con células endoteliales de la vena de cordón umbilical 
humano (HUVEC) (Lonza, UK), células de hepatocarcinoma humano (Hep-G2) (ATCC, US) y 
células de adenocarcinoma de colon (Caco-2) (ECACC, UK) mantenidos a 37 ºC con una 
concentración del 5% de CO2 en una atmósfera humidificada. 
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6.6.1. HUVEC 
Las células HUVEC se suplementaron con medio de cultivo endotelial, el cual consiste en: de 
suero fetal bovino inactivado (10 mL) más suplementos [hEGF (0,5 mL), hidrocortisona (0,2 
mL), GA-1000 (Gentamicina, Anfotericina-B) (0,5 mL), VEGF (0,5 mL), hFGF-B (2 mL), R3-IGF-1 
(0,5 mL), ácido ascórbico (0,5 mL), heparina (0,5 mL) en 500 mL de medio celular basal sin rojo 
fenol. El medio de cultivo se cambió cada 2-3 días. Las células HUVEC se subcultivaron a partir 
de los pases 2-3 en placas de petri (diámetro 100 mm) hasta una confluencia de 80-90%, 
aproximadamente 0,5-1x106 células/placa. 
 
6.6.2. HepG2  
Estas células se suplementaron con el medio Dulbecco’s modified Eagle’s F-12 con la 
adición de glutamina (5 mL), de suero fetal bovino inactivado (50 mL) y una solución de 
antibiótico/antimicótico al 1% (5 mL), por cada 500 mL de medio. El medio de cultivo se 
cambió cada 2-3 días. Las células se subcultivaron en placas de petri (diámetro 100 mm) hasta 
una confluencia de 80-90%, aproximadamente 0,5-1x106 células/placa. 
 
6.6.3. Caco-2  
Estas células se suplementaron con el medio Dulbecco’s modified Eagle’s con adición de 
glutamina (5 mL), de suero fetal bovino inactivado (50 mL), de aminoácidos  no esenciales 
(1%), penicilina (100 U/mL), y estreptomicina (100 lg/mL), por cada 500 mL de medio. Las 
células Caco-2 se subcultivaron en placas de cultivo de 6 pocillos con insertos de membrana de 
poro de 0,4 mm y diámetro de 24 mm, hasta una 2-2,5 x105 células/inserto. Después en 20-22 
días las células se diferenciaron en monocapas celulares. La integridad de las membranas se 
comprobó mediante la medida de la resistencia eléctrica transepitelial a través de la 
monocapa (TEER), usando un volímetro Millicell-ERS (Millipore Co., Bedford, MA). 
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7 
VALOR NUTRITIVO Y BIOFUNCIONAL DE LAS 
BEBIDAS DE SOJA Y DE ALMENDRA 
 
Este capítulo recoge dos trabajos que pretenden caracterizar la bebida de soja y de 
almendra desde un punto de vista nutricional y biofuncional. En el primer trabajo se desarrolla 
y valida un método analítico por cromatografía líquida de ultra alta presión y detección UV que 
permite la determinación simultánea de 12 isoflavonas, que son unos de los compuestos 
bioactivos más relevantes de la soja. La bebida de soja es el producto derivado de la soja más 
consumido por la población mundial. En el segundo trabajo se estudian sus componentes 
nutricionales y compuestos biactivos y se comparan con la bebida de almendra, sustitutivo 
tradicional de la leche de vaca en el área del Mediterráneo.  
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7.1. Desarrollo y validación de un método de cromatografía 
líquida rápida de alta resolución (UHPLC) para la determinación 
de isoflavonas libres y conjugadas presentes en la soja 
 
Artículo I. 
N. Toro-Funes, I. Odriozola-Serrano, J. Bosch-Fuste, M.L. Latorre-Moratalla, M.T. Veciana-
Nogues, M. Izquierdo-Pulido, M.C. Vidal-Carou. (2012). Fast simultaneous determination of 
free and conjugated isoflavones in soy milk by UHPLC?UV. Journal of Food Chemistry, 135, 
2832-2838. 
Índice de impacto (JCR 2012): 3.334 
Posición en área “Food and Science Technology”: 10/124 
 
7.1.1. Planteamiento y objetivo del estudio 
     La determinación analítica de las isoflavonas en los productos a base de soja ha sido 
realizada mediante una amplia variedad de técnicas, incluyendo espectrofotometría (César et 
al., 2008; Kotenko, et al., 1993), electroforesis capilar (Mellenthin y Galensa, 1999; Micke, et 
al., 2006), análisis inmunológico (Dentith y Lockwood, 2008), cromatografía líquida (Apers et 
al., 2004; Prabhakaran et al., 2005), cromatografía gaseosa (Ghosh y Fenner, 1999) y 
cromatografía de capa fina (César et al., 2007). Muchos de estos métodos determinan la 
cantidad de agliconas liberadas después de una hidrólisis enzimática (Liggins, et al., 1998), 
hidrólisis ácida fuerte (Mazur et al., 1996) o saponificación (Klump et al., 2001). Por lo tanto, 
estos métodos son útiles solamente para la determinación del contenido total de las agliconas 
pero no de los diferentes conjugados de éstas.  
     La cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC), acoplada a diferentes técnicas de detección, 
es el procedimiento más usado para la determinación simultánea de las agliconas y sus 
correspondientes β-glucósidos en productos a base de soja (Peñalvo et al., 2004a). Aunque la 
técnica de HPLC tiene algunas ventajas respecto a la especificidad y la sensibilidad que otras 
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técnicas, el tiempo requerido es relativamente largo (de 20 a 80 min). En los últimos años ha 
aparecido una nueva técnica, la cromatografía líquida rápida de alta resolución (UHPLC) que, 
en comparación con la HPLC, reduce notablemente el tiempo de análisis, a la vez que aumenta  
la resolución y la sensibilidad (Yang y Hodges, 2005).  
     El objetivo de este trabajo fue el desarrollo y la optimización de un método rápido y preciso 
para la determinación de isoflavonas en bebida de soja mediante UHPLC y detección UV. 
 
7.1.2. Diseño experimental 
     La fiabilidad del método para la determinación de las isoflavonas en bebida de soja 
mediante UHPLC/UV se validó en términos de linealidad, sensibilidad, precisión y exactitud. La 
validación del método se realizó mediante el uso de patrones comerciales de las agliconas y de 
sus formas β-glucosiladas. La identificación de las formas conjugadas de las isoflavonas se llevó 
a cabo mediante un espectrómetro de masas LQT Orbitrap.  
 
7.1.3. Resultados y discusión 
      El método de UHPLC desarrollado permite determinar un total de 12 isoflavonas presentes 
en la bebida de soja en menos de 8 minutos de elución cromatográfica (Figura 7.1.1). Esto 
representa una importante reducción de tiempo respecto al que requieren los métodos 
mediante HPLC. 
 
Identificación y cuantificación 
          La elevada sensibilidad del LQT Orbitrap permitió la identificación de 12 isoflavonas, 
agliconas (De, Ge y Gle), sus correspondientes formas glucosiladas (DI, GI y GLY), y sus 
conjugados acetiles y maloniles de las formas glucosiladas (MDI, MGI, MGLY, ADI, AGI y AGLY). 
Los espectros de masas de los conjugados acetiles y maloniles de las formas glucosiladas de las 
isoflavonas se muestran en la Figura 7.1.2. La cuantificación de las agliconas y de los β-
glucósidos en las muestras se realizó por el método del patrón externo construyendo sus 
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correspondientes rectas de calibrado. La cuantificación de cada conjugado acetil y malonil  se 
realizó tomando como referencia la respuesta de su correspondiente aglicona. 
 
Figura 7.1.1. Cromatograma de las isoflavonas de bebida de soja por UHPLC-UV. 1: Daidzina, 2: 
Glicitina, 3: Genistina, 4: Malonil-daidzina, 5: Malonil-glicitina, 6: Acetil-daidzina, 7: Malonil-
genistina, 8: Acetil-glicitina, 9: Daidzeína, 10: Gliciteína, 11: Acetil-genistina y 12: Genisteína. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Validación del método 
     La linealidad del método se observa en un intervalo de 0,1 a 5 μL/mL (coeficiente de 
correlación de R≥0.9980, para las agliconas y sus formas β-glucosiladas). La sensibilidad, en 
términos de límite de detección (<0,05 μL/mL) y de determinación (<0,17 μL/mL), se consideró 
muy satisfactoria. La precisión, evaluada en términos de repetitividad, y expresada como 
desviación estándar relativa, fue en todos los casos inferior al 5%. Los resultados de 
repetitividad fueron satisfactorios de acuerdo con el criterio de Horwitz para estudios 
intralaboratorio (Horwitz, 1982). La recuperación media de todas las isoflavonas, agliconas y 
sus formas β-glucosiladas, fue superior al 95%. 
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Figura 7.1.2. Espectro de masa exacta de acetil-daidzina (ADI), acetil-genistina (AGI), acetil-
glycitina (AGLY), malonil-daidzina (MDI), malonil-genistina (MGI) y malonil-glycitina (MGLY). 
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7.1.3. Aportaciones más relevantes  
 El método de UHPLC descrito se muestra como un procedimiento fiable para la 
determinación de 12 isoflavonas en la bebida de soja, mostrando una linealidad, 
sensibilidad, precisión y exactitud muy satisfactorias. 
 El tiempo de elución cromatográfica del método propuesto (8 minutos) implica una 
reducción considerable del tiempo de análisis en comparación con los procedimientos 
por HPLC descritos hasta la fecha. 
 Hasta donde llega nuestro conocimiento, este es el primer método de UHPLC con 
detección UV para la determinación simultánea de 12 isoflavonas presentes en la bebida 
de soja. 
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7.2. Valor nutritivo y biofuncional de la bebida de soja 
comercializada en el mercado español en comparación con la 
bebida de almendra 
 
Artículo II. 
N. Toro-Funes, M.T. Veciana-Nogues, M.C. Vidal-Carou. Nutritional and Biofunctional 
composition of soymilk and almond milk available from the Spanish market. En preparación 
para Journal of food composition and analysis.  
 
 
7.2.1. Planteamiento y objetivo del estudio 
     La semilla de soja es una fuente importante de nutrientes, fibra, y componentes bioactivos, 
como fitosteroles, isoflavonas, etc. (Jooyandeh, 2011). En las últimas décadas, se ha producido 
un aumento del consumo de productos derivados de la soja en Europa debido a los potenciales 
efectos beneficiosos sobre la salud que se le atribuyen, especialmente en la protección frente 
a algunas enfermedades, como la osteoporosis, y las enfermedades cardiovasculares (Patisaul 
y Jefferson, 2010). Por otro lado, las almendras también son una fuente importante de 
proteínas y lípidos en la dieta (King et al., 2008), a la vez que son alimentos con un elevado 
contenido en fibra dietética, vitamina E, fitoesteroles y otros micronutrientes que contribuyen 
a un perfil nutricional saludable. El consumo diario de frutos secos ha sido asociado a una 
mejora del perfil lipídico sanguíneo y a la prevención de enfermedades cardiovasculares 
(Coates y Howe, 2007; Salas-Salvadó, et al., 2008; Richardson et al., 2009).  
     Tanto la soja como la almendra se utilizan generalmente para producir bebidas de origen 
vegetal en forma de emulsiones de aspecto lechoso. La bebida de soja es el producto a base de 
soja más consumido en el mundo y es, también, la bebida vegetal de mayor consumo debido a 
que se le atribuyen potenciales beneficios para la salud (Reilly, et al., 2006). La bebida de 
almendra se ha consumido en el área del Mediterráneo tradicionalmente como un sustituto de 
la leche de vaca y su consumo está aumentando en Europa. Ambos tipos de bebidas vegetales 
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son una alternativa adecuada para las personas intolerantes a la lactosa, que, en España, 
representan un 15% de la población (Sociedad Española de individuos intolerantes a la lactosa, 
ADILAC, 2013). Además, son particularmente útiles como alternativa para los individuos con 
alergia a las proteínas de la leche, o para aquellos que evitan la leche por otras razones. Por 
otra parte, la bebida de soja y de almendra puede jugar un papel importante en la ingesta 
diaria de compuestos bioactivos.  
     El objetivo de este apartado de la tesis es conocer los componentes nutricionales y los 
compuestos bioactivos de las bebidas de soja del mercado, y compararla con la bebida de 
almendra, sustitutivo tradicional de la leche de vaca en el área del Mediterráneo. 
 
7.2.2. Diseño experimental 
     Se adquirieron ocho bebidas de soja de marcas comerciales diferentes de supermercados 
locales, codificadas como SM de la A a la H, y se almacenaron a -30 ºC hasta su análisis. Entre 
la amplia variedad de formulaciones de bebida de soja disponibles, se seleccionaron los 
productos que no llevaban adicionado calcio ni otros ingredientes.  
     Por otro lado, se adquirieron siete bebidas de almendra diferentes de supermercados 
locales. Debido a la baja oferta de bebidas de almendra comerciales disponibles, los productos 
seleccionados presentaron diferente formulación: tres productos líquidos, codificados como 
AM de A a C, y cuatro concentrados que requerían su reconstitución en agua, de los cuales tres 
eran de textura en pasta, codificados como AM de D a F, y uno en polvo parcialmente 
desgrasado, codificado como AM G. Todos los productos elegidos contenían algún tipo de 
azúcar añadido entre los ingredientes, excepto la muestra AM D que no contenía. Las muestras 
en pasta y en polvo se reconstituyeron tal como indicaban las instrucciones del fabricante, 
correspondiendo en todos los casos a 30 g en 250 mL de agua. Las muestras se almacenaron a 
-30 ºC hasta su análisis. La Tabla 7.2.1 muestra las características de las muestras de bebida de 
soja y de almendra comerciales, tal como se declaran en la etiqueta. Como puede observarse 
la información disponible del contenido de materia prima en las bebidas de almendra es muy 
escasa. 
     De cada bebida de soja y de almendra comercial, se realizó el análisis por triplicado de los 
compuestos nutritivos (composición básica nutricional, perfil de aminoácidos, porcentaje de 
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digestibilidad de las proteínas y perfil de ácidos grasos) y los compuestos bioactivos 
(fitosteroles, tocoferoles, aminas biógenas, poliaminas e isoflavonas).  
 
Tabla 7.2.1. Características de las bebidas de soja y almendra comerciales. 
 
 
7.2.3. Resultados y discusión 
Composición nutricional básica 
     La composición nutricional básica de las bebidas comerciales de soja y de almendra se 
muestra en la Tabla 7.2.2. Entre las bebidas de soja, sólo se observaron diferencias en el total 
de hidratos de carbono, azúcar y fibra, que han sido claramente más elevadas en las muestras 
Formulación
Materia prima según 
etiqueta
Azúcar añadido
Otros 
ingredientes
Presentación Reconstitución
SM A Líquida  Granos de soja (14,6%) No Agua Tetra Brick No
SM B Líquida Habas de soja (12%) No Agua Tetra Brick No
SM C Líquida
Habas de soja 
descascarilladas (7,2%)
No Agua Tetra Brick No
SM D Líquida
Habas de soja 
descascarilladas (7,2%)
No Agua Tetra Brick No
SM E Líquida Soja descascarillada (8,3%) No Agua Tetra Brick No
SM F Líquida Soja pelada (7,2%) No Agua Tetra Brick No
SM G Líquida Soja descascarillada (14%) No Agua, sal marina Tetra Brick No
SM H Líquida Habas de soja No Agua Tetra Brick No
AM A Líquida Almendra (7%)
Maltodextrina; 
azúcar de caña
Agua Tetra Brick No
AM B Líquida Almendra Fructosa Agua, lecitina 
de soja
Tetra Brick No
AM C Líquida Almendra Sacarosa Agua Tetra Brick No
AM D Pasta almendra Almendra sin piel No No Vidrio Sí
AM E Concentrado 
almendra
Almendra Fructosa Agua Vidrio Sí
AM F Crema almendra Almendra
Jarabe glucosa, 
sacarosa
Agua Lata Sí
AM G Polvo
Almendra parcialmente 
desgrasada
Maltodextrinas; 
maltosa
No Lata Sí
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SM A y SM E. En conjunto, este resultado no se corresponde con el de la información declarada 
en la etiqueta en cuanto al porcentaje de materia prima, ya que los niveles más altos se 
encuentran en las muestras que declaran un 8,3% y un 14,6% de materia prima. La 
composición nutricional básica de las bebidas es proporcional a la que se encuentra en la 
semilla de soja, la cual tiene un 30-40% de proteína, un 20-30% de lípidos y un 20-30% de 
hidratos de carbono (Isanga y Zhang, 2008). En cuanto a las bebidas de almendra, las muestras 
líquidas (AM A, AM B y AM C) mostraron una composición nutricional similar, y las muestras 
que requieren reconstitución en agua mostraron una mayor variabilidad entre ellas (p<0,05), 
debido probablemente a la diferente proporción de los ingredientes y al tipo de formulación 
empleada. Las almendras contienen un 16-23% de proteína, un 44-60% de lípidos y un 
contenido de hidratos de carbono muy variables (Yada et al., 2011).  
 
Tabla 7.2.2. Composición nutricional básica de las bebidas de soja y almendra comerciales. 
 
1 Hidratos de carbono = 100 – (Contenido en agua + Proteína + Grasa + Fibra + Cenizas).  
2 Energía calculada de la Normativa Europea (EU) No 1169/2011    
 
Contenido 
en agua Proteína Grasa Fibra Cenizas
Hidratos de 
carbono1
Azúcar Energía2 (Kcal/Kj)
SM A 89.70 ± 0.21 3.51 ± 0.12 2.56 ± 0.10 1.70 ± 0.01 0.88 ± 0.01 1.65 ± 0.02 0.89 ± 0.06 47.08 /    196.04
SM B 91.31 ± 0.33 3.35 ± 0.21 2.36 ± 0.08 1.30 ± 0.02 1.07 ± 0.02 0.61 ± 0.01 0.45 ± 0.02 39.68 / 165.04
SM C 92.02 ± 0.41 3.41 ± 0.13 2.39 ± 0.13 0.93 ± 0.01 0.94 ± 0.01 0.31 ± 0.01 0.19 ± 0.01 38.25 / 159.11
SM D 91.62 ± 0.52 3.50 ± 0.15 2.26 ± 0.12 1.03 ± 0.03 1.14 ± 0.03 0.45 ± 0.01 0.27 ± 0.01 38.20 / 159.01
SM E 90.73 ± 0.53 3.71 ± 0.17 2.15 ± 0.11 1.40 ± 0.05 1.15 ± 0.02 0.86 ± 0.05 0.44 ± 0.08 40.43 / 168.44
SM F 90.31 ± 0.48 3.66 ± 0.12 2.59 ± 0.15 1.32 ± 0.04 1.30 ± 0.05 0.82 ± 0.03 0.36 ± 0.04 43.87 / 182.55
SM G 91.34 ± 0.47 3.34 ± 0.09 2.54 ± 0.10 1.27 ± 0.02 1.14 ± 0.04 0.37 ± 0.01 0.15 ± 0.01 40.24 / 167.21
SM H 91.25 ± 0.42 3.64 ± 0.10 2.23 ± 0.08 1.12 ± 0.03 1.16 ± 0.03 0.60 ± 0.01 0.25 ± 0.01 39.27 / 163.55
AM A 89.53 ± 0.58 1.09 ± 0.01 2.13 ± 0.07 0.73 ± 0.01 1.14 ± 0.01 5.47 ± 0.10 5.07 ± 0.38 46.87 / 196.17
AM B 88.36 ± 0.47 1.05 ± 0.01 1.91 ± 0.06 0.66 ± 0.01 1.25 ± 0.02 6.85 ± 0.12 6.41 ± 0.26 50.11 / 210.25
AM C 87.87 ± 0.39 1.16 ± 0.01 2.15 ± 0.05 0.84 ± 0.02 1.34 ± 0.03 6.58 ± 0.15 6.33 ± 0.13 51.99 / 217.85
AM D 5.56 ± 0.20 17.98 ± 1.02 49.93 ± 1.20 8.94 ± 0.10 5.60 ± 0.11 11.99 ± 0.72 4.05 ± 0.05 587.13 / 2428.42
AM E 16.25 ± 0.22 5.72 ± 0.01 12.62 ± 0.21 4.14 ± 0.01 3.76 ± 0.01 56.24 ± 1.15 52.79 ± 0.25 369.70 / 1547.38
AM F 14.61 ± 0.91 6.25 ± 0.01 11.89 ± 0.16 6.18 ± 0.04 1.72 ± 0.01 59.75 ± 2.08 38.98 ± 0.12 383.37 / 1604.63
AM G nd 11.44 ± 0.41 12.26 ± 0.22 11.75 ± 0.66 5.22 ± 0.14 59.33 ± 1.14 52.90 ± 0.14 416.92 / 1750.71
Bebida 
de soja
Bebida de 
 almendra
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     A fin de comparar las bebidas de almendra entre sí, la Figura 7.2.1 muestra la composición 
nutricional media de las bebidas líquidas de almendra (AM A, AM B y AM C) y el contenido en 
las muestras sólidas (pasta y polvo) ya reconstituidas. Puede observarse que hay grandes 
diferencias en su valor nutritivo, pese a que los datos están referidos a productos listos para el 
consumo. La muestra AM D, que corresponde a la pasta de almendra sin piel y sin azúcar 
añadido, es la que presenta un mayor contenido de proteína y grasa y un menor contenido de 
azúcares. Es por esta razón la que destaca por el valor energético. A la vista de estos datos, 
cabe concluir que, a diferencia de lo que ocurre con las bebidas de soja y las bebidas líquidas 
de almendra, la composición de los formatos en pasta y en polvo está poco estandarizada. 
      En la Figura 7.2.2 se compara la composición nutricional media de las bebidas de soja y las 
bebidas líquidas de almendra. Debido a la dispersión de datos, solamente se comparan con las 
bebidas líquidas de almendra. En general, la bebida de soja mostró un mayor porcentaje de 
proteínas (del orden del triple), y la bebida de almendra un mayor porcentaje de hidratos de 
carbono y de azúcar (del orden de 5 veces más), debido a la adición de azúcar entre los 
ingredientes.  
     Dado que ambos tipos de bebidas se utilizan como alternativa a la leche de vaca, en la Tabla 
7.2.3 se resume la composición nutricional de la leche de vaca y las bebidas de soja y las 
líquidas de almendra. Se observa que la bebida de soja aporta una cantidad similar de 
proteínas que la leche de vaca, siendo el contenido de ambas casi el triple del de la bebida de 
almendra. La leche de vaca presenta una mayor cantidad de grasa que las bebidas vegetales.  
      Por otro lado, la bebida de almendra aporta un mayor contenido de azúcares que la leche 
de vaca, siendo el azúcar de esta última mayoritariamente en forma de lactosa. Un dato 
importante a destacar es que las bebidas de almendra llevan adicionados diferentes tipos de 
azúcares. Por ejemplo la muestra AM E, indicada para individuos diabéticos ya que no contiene 
sacarasosa, es la única que lleva adicionadas grandes cantidades de fructosa. Este hecho es 
importante ya que su alto consumo podría favorecer la incidencia y prevalencia de 
enfermedades crónicas como la obesidad, la diabetes, las dislipidemias, el síndrome 
metabólico y las enfermedades cardiovasculares (Solís y Salas, 2009).  
 
Perfil de aminoácidos y digestibilidad de las proteínas  
     El perfil de aminoácidos de las bebidas de soja y de almendra comerciales se muestra en la 
Figura 7.2.3. Ambas bebidas vegetales mostraron un perfil de aminoácidos similar, excepto el 
ácido glutámico. Sin embargo, la variabilidad en el perfil de aminoácidos fue algo mayor entre 
las bebidas de almendra que de soja. El perfil de aminoácidos de ambas bebidas se 
corresponde a los que han sido descritos para sus materias primas, en los que la glutamina + 
ácido glutámico (Glx) son los aminoácidos mayoritarios (aproximadamente el 35% en la bebida 
de almendra y el 20% en la bebida de soja), seguido por la asparragina (Asp) 
(aproximadamente el 10% en ambos tipos de muestras). El aminoácido limitante es la 
VALOR NUTRITIVO Y BIOFUNCIONAL DE LAS BEBIDAS DE SOJA Y ALMENDRA 
132 
 
metionina (Met), seguido del triptófano (Trp) y la cisteína (Cys), tanto para la bebida de soja 
como para las de almendra (Yada, et al., 2011; Esteves, et al., 2010). 
 
Figura 7.2.1. Composición básica nutricional de las bebidas de almendra comerciales. 
Contenido medio de las bebidas líquidas de almendra (AM A, AM B y AM C) y contenido en las 
muestras ya reconstituidas. 
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Figura 7.2.2. Composición nutricional básica de todas las bebidas de soja y de las bebidas 
líquidas de almendra. 
 
 
 
Tabla 7.2.3. Composición nutricional media de las bebidas de soja, las bebidas líquidas de 
almendra y la leche de vaca entera. 
 
1 Hidratos de carbono = 100 – (Contenido en agua + Proteína + Grasa + Fibra + Cenizas).  
2 Energía calculada de la Normativa Europea (EU) No 1169/2011    
3 Fuente: Food Composition Tables Souci-Fachmann-Kraut (2008) 
 
 
     Para completar la evaluación nutricional de las proteínas, también se han calculado los 
porcentajes de aminoácidos esenciales (Figura 7.2.3). La bebida de soja mostró valores de 
44,77-46,46 %, mientras que en las bebidas de almendra, los valores fueron más bajos, debido 
a su mayor contenido de Glx, y más variados (33,72-39,04%). Estos resultados están en 
consonancia con la proporción de aminoácidos esenciales descritos en la soja por Grieshop y 
Fahey (2001) y en la almendra por Yada et al. (2011). La proporción de aminoácidos esenciales 
0
1
2
3
4
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7
8
Proteína Grasa Fibra Cenizas HC Azúcar
Bebida soja
Bebida almendra
Agua Proteína Grasa Fibra Cenizas
Hidratos de 
carbono1
Azúcar Energía2 (Kcal/Kj)
Bebida soja 91.03 ± 0.82 3.52 ± 0.14 2.39 ± 0.17 1.26 ± 0.24 1.10 ± 0.13 0.71 ± 0.42 0.38 ± 0.24 40.95 / 170,42
Bebida 
almendra 88.59 ± 0.85 1.10 ± 0.06 2.06 ± 0.13 0.74 ± 0.09 1.24 ± 0.10 6.30 ± 0.73 5.94 ± 0.75 49.62 / 207.94
Leche de vaca3 87.40 ± 0.06 3.38± 0.44 3.57 ± 0.08 nd 0.74 ± 0.10 4.91 ± 0.85 4.70 ± 0.03 65.29 / 273.02
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de las proteínas de la bebida de soja comercial fue similar a la de la proteína de la leche de 
vaca (Csapó-Kiss et al, 1995; Food Composition Tables Souci-Fachmann-Kraut, 2008), y más 
alta que la proteína de la bebida de almendra. 
 
Figura 7.2.3. Perfil de aminoácidos de las bebidas de soja y de almendra comerciales.  
 
 
 
     La digestibilidad de las proteínas en las bebidas de soja y de almendra comerciales osciló 
entre el 87,2% y el 94,7% y el 84,0% y 91,6%, respectivamente, sin diferencias entre las 
muestras (p<0,05; datos no mostrados). Dado que Poliseli et al. (2012) señalan que los 
inhibidores de proteasas de la semilla de soja requieren tratamientos térmicos intensos para 
su completa inactivación, se podría esperar que los valores de digestibilidad fueran más altos 
en la bebida de almendra que en las bebidas de soja. Sin embargo, la digestibilidad no sólo 
depende de la presencia de factores antinutritivos sino que también depende del grado de 
desnaturalización de las proteínas. En general, se reconoce que el calor aumenta la 
digestibilidad ya que conduce a una desnaturalización de la proteína aumentando la 
accesibilidad de las enzimas proteolíticas sobre el enlace peptídico (Liu, 2004). Este hecho 
podría explicar que no hubiera diferencias en el porcentaje de digestibilidad entre las bebidas 
comerciales de soja y de almendra tratadas térmicamente. Además, ambos tipos de bebidas 
mostraron valores de digestibilidad de la proteína similares a los de la leche de vaca, la cual es 
alrededor del 90% (Sarwar, et al., 1989).  
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     La disponibilidad de la lisina generalmente se utiliza como indicador del valor biológico 
potencial de las proteínas, ya que es un aminoácido esencial, limitante en numerosos 
alimentos. Por otra parte, la lisina es también un precursor de los compuestos de Amadori 
formados en la primera etapa de la reacción de Maillard. El bloqueo de la lisina, como 
consecuencia de esta reacción, provoca pérdidas en la calidad nutricional y en la digestibilidad 
de las proteínas (O'Brien, et al., 1989). En este sentido, el porcentaje de lisina bloqueada de las 
bebidas de soja y de almendra comerciales, tanto las líquidas como las bebidas ya 
reconstituidas, se muestra en la Figura 7.2.4. Ambos tipos de muestras mostraron una alta 
variabilidad en la lisina bloqueada, probablemente debido a diferencias en las condiciones de 
tratamiento y/o almacenamiento. Esta variabilidad fue mayor entre las bebidas de almendra 
(CV=100%) que entre las bebidas de soja (CV=68%).  
     La composición de la proteína y de azúcares reductores, los tratamientos térmicos aplicados 
en el proceso de elaboración y la vida útil favorecen el desarrollo de la reacción de Maillard. A 
pesar de que las condiciones de fabricación y de almacenamiento de las muestras analizadas 
son desconocidas, la variabilidad en las bebidas de soja cabe atribuirlo al tratamiento recibido 
en su elaboración, ya que no hay diferencias en el contenido de azúcar. En el caso de las 
bebidas de almendra, la mayor variabilidad puede ser debida en parte a las diferencias en su 
composición. En las tres bebidas líquidas resulta curioso destacar la no detección de la lisina 
bloqueada en las dos primeras y casi el 70% en la AM C. Esta muestra es la que declaraba en su 
etiqueta como azúcar añadido la sacarosa, mientras que las otras dos muestras fueron 
maltodextrina, azúcar de caña y fructosa. En las muestras en forma de pasta (AM D, AM E y 
AM F), la AM F fue la que mayor % de lisina bloqueada presentaba, que también contenía 
sacarosa entre sus ingredientes. Sin embargo, en la muestra en polvo cabría esperar que 
hubiera un mayor % de lisina bloqueada debido a la intensidad del tratamiento, pero resulta 
menor que la muestra AM F y mayor que la AM E. Por tanto se puede concluir que además del 
tratamiento, el tipo de azúcar añadido afecta a la lisina bloqueada.  
 
Perfil de ácidos grasos  
     El perfil de los ácidos grasos en las bebidas comerciales de soja y de almendra se muestra en 
la Figura 7.2.5. En la bebida de soja, el ácido cis-cis inoleico (52,4-56,6%) fue el ácido graso 
mayoritario, seguido del ácido cis-oleico (19,1-23,9%), del ácido palmítico (9,4-12,3%), -
linolénico (6,3-8,7%) y del ácido esteárico (3,9-5,9%). Hubo poca variabilidad entre las 
diferentes muestras de bebida de soja (p<0,05). El perfil lipídico observado concuerda con el 
señalado por Peñalvo et al. (2004b) en bebida de soja.  
     Para la bebida de almendra, no hay información disponible en la literatura sobre el perfil de 
ácidos grasos, pero los resultados obtenidos en la bebida de almendra están en consonancia 
con el perfil de ácidos grasos reportado para la grasa de almendra (Yada et al., 2011). Así, el 
ácido cis-oleico (47,6-58,3%) es el principal ácido graso, seguido por el ácido cis-cis linoleico 
(16,8-23,9%), ácido palmítico (6,1-15,4%) y ácido esteárico (8,2-14,1%). Otros ácidos grasos, 
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como los ácidos mirístico, palmitoleico y heptadecanoico aparecieron en niveles mucho más 
bajos (< 2%) en todas las bebidas de soja y de almendra comerciales.  
 
Figura 7.2.4. Porcentaje de lisina bloqueada en las bebidas de soja y de almendra comerciales. 
 
 
* no detectado. 
1 Contenidos en bebidas de almendra reconstituidas. 
 
Figura 7.2.5. Perfil de ácidos grasos en bebidas comerciales de soja y de almendra. 
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     Las bebidas de soja mostraron una mayor proporción de ácidos grasos poliinsaturados, 
ácido linoleico y -linolénico (59,7-64,4%), que las bebidas de almendra (17,3-24,1%). Mientras 
que las bebidas de almendra contenían una mayor proporción de ácidos grasos 
monoinsaturados, ácido oleico, con un 48,8-61,2%, que la bebida de soja con un 19,3-24,2%. 
Ambas bebidas vegetales presentaron una proporción mucho más baja de ácidos grasos 
saturados (15,5-19,4% y 16,0-33,5%, respectivamente) que la leche de vaca, la cual tiene más 
del 60%. La relación de ácidos grasos saturados/insaturados (SAT/INSAT) fue de  0,20 y 0,35 en 
la bebida de soja y de amendra, respectivamente. Estos valores son mucho más bajos que la 
proporción de saturados que aporta la leche de vaca, la que concretamente tiene un cociente 
de SAT/INSAT de 2,70 (Food Composition Tables Souci-Fachmann-Kraut, 2008). Por otra parte, 
el porcentaje de ácidos grasos trans que se encuentran en las bebidas de soja y de almendra 
comerciales representaba menos del 0,4%, mientras que la grasa de la leche de vaca, en 
general, parece contener aproximadamente 3-6% de ácidos grasos trans (Craig- Schmidt y 
Teodorescu, 2007). 
 
Vitaminas hidrosolubles 
     La soja y la almendra son alimentos ricos en vitaminas hidrosolubles, como la tiamina, 
riboflavina, niacina, ácido pantoténico y ácido fólico (USDA, 2003). En cambio, en las bebidas 
de soja y de almendra comerciales se detectaron concentraciones por debajo de 2 mg/L de las 
vitaminas hidrosolubles, niacina, riboflavina y tiamina (datos no presentados). Este contenido 
observado de vitaminas hidrosolubles fue menor que el de sus materias primas. Las 
condiciones tecnológicas aplicadas para su elaboración y la relación de la materia prima/agua 
que diluye su contenido en las muestras líquidas finales, explica que estos dos tipos de 
productos no sean una fuente significativa de vitaminas hidrosolubles. 
 
Esteroles vegetales 
     El contenido total y la composición de fitosteroles (mg/L) en las bebidas comerciales de soja 
y de almendra se muestran en la Tabla 7.2.4. En las bebidas de soja comerciales, el fitosterol 
principal fue el β-sitosterol, el cual varió desde el 42,84% hasta el 51,08 % del total de 
fitoesteroles en todas las muestras, seguido por el campesterol y el estigmasterol, con 22,01-
27,83% y 18,62-25,55%, respectivamente. En las bebidas de almendra, el β-sitosterol fue 
también el fitosterol mayoritario con un rango desde el 72,73% hasta el 80,97%, seguido por el 
Δ5-avesnasterol con un 6,24% al 14,91%. No hay datos disponibles en la literatura acerca de la 
composición de fitosteroles en la bebida de soja y de almendra. Sin embargo, se ha señalado 
un perfil similar en la semilla de soja por Shi et al. (2010) e Isanga y Zhang (2008), y en la 
almendra por Phillips et al. (2005). 
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Tabla 7.2.4. Contenido de fitoesteroles (mg/L) en las bebidas comerciales de soja y de 
almendra. 
 
1 Contenidos en bebidas de almendra reconstituidas. 
a-c Letras indican diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) en los contenidos totales de fitoesteroles.  
 
     El contenido medio de fitosteroles en las bebidas de soja fue de 67,35 ± 4,90 mg/L, no 
encontrándose diferencias entre las marcas (p<0,05). Por otro lado, sí que se observaron 
diferencias entre las bebidas de almendra, en las que las muestras líquidas AM A, AM B y AM C 
mostraron contenidos totales similares a las bebidas de soja. La muestra sin azúcar añadido 
mostró el mayor contenido de fitoesteroles, que se explica porque presenta el mayor 
contenido de grasa. Las muestras reconstituidas (AM E, AM F y AM G) mostraron las 
cantidades más bajas (p<0,05), del orden de la mitad. Sin embargo, cuando los contenidos 
totales de fitosteroles se normalizan por gramo de grasa, no se observan diferencias 
significativas entre las bebidas de soja y almendra comerciales. Por tanto, se puede concluir 
que el contenido de fitoesteroles no parece estar influenciado por el tipo de tratamiento y solo 
depende del % de materia prima. En comparación con la vaca, ambas bebidas de soja y 
almendra, como productos vegetales que son, no solo no contienen colesterol si no que 
también contienen fitoesteroles que, como es sabido tienen una estructura similar al 
colesterol, controlan los niveles séricos de colesterol total y producen un descenso del 
colesterol LDL (Marangoni y Poli, 2010), por lo que presentan una ventaja para las personas 
hipercolesterolémicos o que quieren controlar sus niveles séricos. 
 
β-Sitosterol Campesterol Δ5-Avesnasterol Stigmasterol Stigmastanol TOTAL mg/g grasa
SM A 30.12 ± 1.70 15.82 ± 0.83 2.61 ± 0.15 12.08 ± 0.04 1.29 ± 0.04 61.92 ± 3.90a 24.19 ± 2.15a
SM B 29.60 ± 1.02 18.33 ± 0.72 2.30 ± 0.12 16.98 ± 0.62 1.88 ± 0.04 69.09 ± 3.56a 29.28 ± 2.13a
SM C 34.49 ± 1.04 20.62 ± 1.37 2.47 ± 0.05 14.04 ± 0.84 2.46 ± 0.06 74.08 ± 4.75a 31.00 ± 2.81a
SM D 30.73 ± 1.80 16.32 ± 0.24 2.61 ± 0.13 16.66 ± 0.30 2.27 ± 0.08 68.59 ± 3.60a 30.35 ± 2.25a
SM E 30.86 ± 1.46 14.54 ± 0.36 1.58 ± 0.07 11.25 ± 0.38 2.18 ± 0.13 60.41 ± 3.40a 28.10 ± 2.62a
SM F 31.02 ± 1.36 14.06 ± 0.57 2.17 ± 0.05 14.71 ± 0.74 1.93 ± 0.04 63.89 ± 3.90a 22.90 ± 2.74a
SM G 34.67 ± 1.97 17.57 ± 0.44 2.45 ± 0.16 15.42 ± 0.74 2.51 ± 0.02 72.62 ± 4.70a 30.73 ± 3.90a
SM H 30.85 ± 1.78 15.42 ± 0.58 2.50 ± 0.02 17.73 ± 0.41 2.01 ± 0.05 68.52 ± 4.01a 32.73 ± 2.59a
AM A 58.46 ± 2.35 5.44 ± 0.14 6.35 ± 0.24 2.72 ± 0.01 1.76 ± 0.02 74.74 ± 3.90a 35.09 ± 2.69a
AM B 64.61 ± 3.87 3.45 ± 0.13 12.66 ± 0.39 2.25 ± 0.02 1.93 ± 0.08 84.92 ± 6.34a 42.46 ± 4.69a
AM C 65.23 ± 3.85 4.60 ± 0.07 7.28 ± 0.45 2.47 ± 0.09 1.67 ± 0.03 81.25 ± 6.35a 37.79 ± 4.35a
AM D1 94.64 ± 4.12 8.86 ± 0.69 15.71 ± 0.80 4.27 ± 0.10 6.61 ± 0.47 130.09 ± 8,74b 30.75 ± 2,92a
AM E1 31.27 ± 2.26 2.93 ± 0.18 5.19 ± 0.02 1.41 ± 0.08 2.18 ± 0.11 42.99 ± 3.74c 29.45 ± 3,50a
AM F1 33.58 ± 2.12 3.15 ± 0.23 5.58 ± 0.42 1.52 ± 0.03 2.34 ± 0.09 46.16 ± 4.08c 32.28 ± 4,03a
AM G1 35.61 ± 1.50 3.33 ± 0.24 5.91 ± 0.60 1.61 ± 0.06 2.49 ± 0.30 48.94 ± 3.74c 33.29 ± 3,60a
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Tocoferoles 
      El contenido de tocoferoles (mg/L) en las bebidas de soja y de almendra comerciales se 
muestra en la Tabla 7.2.5. En todas las bebidas de soja se encontraron las tres formas químicas 
de los tocoferoles, mientras que el δ-tocoferol no se detectó en las bebidas de almendra. La 
forma predominante en todas las bebidas de soja fue el γ-tocoferol (54,61%-61,93%), seguido 
por el δ-tocoferol (28,17-40,70 %) y el α-tocoferol (4,68-12,05%). Este perfil de tocoferoles 
concuerda con los observados por Guzmán y Murphy (1986) y Britz y Kremer (2002) en las 
semillas de soja. En cambio, en las bebidas de almendra, la forma predominante fue el α-
tocoferol, el cual varió desde el 60,28% hasta el 95,86% de los tocoferoles totales. Es conocido 
que el α-tocoferol es el tocoferol principal en las almendras (alrededor del 90%) y el γ-
tocoferol el minoritario (Yada et al., 2011).  
 
Tabla 7.2.5. Contenido de tocoferoles (mg/L) en las bebidas de soja y de almendra comerciales.  
 
                            1 Contenidos en bebidas de almendra reconstituidas. 
                            a-f Letras indican diferencias estadísticamente significativas (p<0.05).  
      
Hubo una gran variabilidad en el contenido total de tocoferoles entre las bebidas de soja y 
de almendra (p<0,05). Entre las bebidas de soja, las muestras SM F, SM G y SM H mostraron 
contenidos más altos de tocoferoles, que se mantienen al normalizar los valores por gramo de 
grasa (Tabla 6.2.5). Respecto a las bebidas de almendra, los contenidos más bajos de 
γ-tocoferol α-tocoferol δ-tocoferol Total mg/g grasa
SM A 1.51 ± 0.06 0.15 ± 0.01 1.07 ± 0.05 2.73 ± 0.17a 1.07 ± 0.09a
SM B 1.27 ± 0,07 0.17 ± 0.01 0.82 ± 0.06 2.26 ± 0.19a 0.96 ± 0.11a
SM C 1.49 ± 0.08 0.15 ± 0.02 0.94 ± 0.03 2.58 ± 0.18a 1.08 ± 0.11a
SM D 1.57 ± 0.09 0.14 ± 0.01 1.17 ± 0.06 2.88 ± 0.23a 1.27 ± 0.14a
SM E 2.20 ± 0.13 0.44 ± 0.02 1.04 ± 0.07 3.67 ± 0.31a,b 1.71 ± 0.12b
SM F 2.96 ± 0.14 0.28 ± 0.01 1.61 ± 0.06 4.85 ± 0.30b 1.74 ± 0.15b
SM G 2.72 ± 0.11 0.41 ± 0.01 1.28 ± 0.10 4.41 ± 0.31b 1.74 ± 0.17b
SM H 2.85 ± 0.11 0.37 ± 0.01 1.38 ± 0.04 4.60 ± 0.20b 2.06 ± 0.13b
AM A 0.42 ± 0.02 0.64 ± 0.02 nd 1.07 ± 0.06c 0.50 ± 0.03c
AM B 0.38 ± 0.03 0.68 ± 0.02 nd 1.06 ± 0.07c 0.55 ± 0.05c
AM C 0.38 ± 0.01 0.79 ± 0.03 nd 1.17 ± 0.06c 0.54 ± 0.03c
AM D1 0.46 ± 0.02 10.69 ± 0.68 nd 11.15 ± 0.99d 2.13 ± 0.17b
AM E1 0.21 ± 0.01 4.31 ± 0.03 nd 4.53 ± 0.06b 3.00 ± 0.06e
AM F1 0.30 ± 0.01 4.66 ± 0.01 nd 4.96 ± 0.01b 3.47 ± 0.01f
AM G1 0.69 ± 0.03 2.56 ± 0.01 nd 3.25 ± 0.06a 2.21 ± 0.06b
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tocoferoles se encontraron en las bebidas de almendra líquidas, y también se mantuvieron al 
normalizar los datos por gramos de grasa. El mayor contenido se encontró en la bebida de 
almendra sin azúcar añadido (AM D), debido a su mayor proporción de grasa. Se sabe que los 
tocoferoles son inestables bajo tratamientos térmicos convencionales, tales como la 
pasteurización o esterilización UHT (Lešková, et al., 2006). No se puede establecer una 
correlación entre el porcentaje de materia prima y niveles de tocoferoles, por lo que esta 
variabilidad podría explicarse por la intensidad del tratamiento térmico aplicada durante la 
elaboración de las diferentes bebidas de soja y de almendra comerciales. Sin embargo, estos 
contenidos en ambas bebidas de soja y de almendra fueron más altos que los 0,7 mg/L 
descritos en la leche de vaca (Base de datos Susi). 
 
Aminas biógenas y poliaminas  
     El contenido de aminas biógenas y de poliaminas (mg/L) en las bebidas comerciales de soja 
y de almendra se muestran en la Tabla 7.2.6. Las aminas biógenas OC, TY, PU, CA, AGM y PHE 
solamente se encontraron en algunas muestras de bebida de soja en concentraciones muy 
bajas de menos de 2 mg/L. Las aminas biógenas han sido propuestas como marcadores 
químicos termoestables de las condiciones higiénicas de la materia prima y/o del proceso de 
elaboración, ya que su acumulación está asociada a la actividad de numerosas bacterias 
contaminantes (Latorre-Moratalla et al, 2008; Linares, et al., 2011). Los bajos contenidos de 
aminas biogénicas que se encuentran en las bebidas de soja y almendra comerciales sugieren 
una correcta práctica higiénica durante la manipulación de la materia prima y el proceso de 
fabricación en los productos analizados. 
     Respecto a las poliaminas, se encontraron contenidos variables en las bebidas de soja y de 
almendra, mostrando un mayor contenido de SPD que de SPM, como era de esperar ya que el 
nivel de SPD es habitualmente superior al de SPM en los alimentos vegetales (Kalac y Krausova, 
2005). La SPD se encontró en todas las muestras, con contenidos similares entre las bebidas de 
soja comerciales, y cantidades variables entre las bebidas de almendra. Mientras tanto, la 
espermina SPM se detectó en todas las bebidas de soja pero sólo en las bebidas de almendra 
AM D y AM F, probablemente debido a un bajo contenido en la almendra utilizada para su 
elaboración. El hecho que las poliaminas sean estables a los tratamientos térmicos hay que 
atribuirlas al contenido de la materia prima y, eventualmente, a diferencias originales entre las 
semillas de soja y almendra. Así, por ejemplo en las bebidas de almendra, la muestra AM D, 
que no contenía azúcares añadidos, presentaba el mayor contenido de poliaminas.  
      Aunque las bebidas de soja y de almendra no son alimentos ricos en poliaminas, estos 
productos contienen cantidades más elevadas que las reportadas para la leche de vaca, en la 
que se han señalado niveles desde no detectable hasta menos de 1 mg/L (Rigueira, et al., 
2011). 
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Tabla 7.2.6. Aminas biógenas y poliaminas (mg/L) en las bebidas comerciales de soja y de 
almendra.  
    1 Contenidos en bebidas de almendra reconstituidas. 
 
Isoflavonas 
      El contenido de las isoflavonas (mg/L) en las bebidas comerciales de soja se muestra en la 
Tabla 7.2.7. Las isoflavonas están presentes en grandes cantidades en la soja y sus derivados, y 
en menores cantidades en otros alimentos, como la alfalfa y otras leguminosas (Mazur, 1998). 
El contenido total de isoflavonas fue muy variable entre las bebidas de soja, con 180-325 mg/L 
(p<0,05). Esta variabilidad no deriva de diferencias del contenido de proteína porque se 
mantiene cuando se normaliza por gramo de proteína. Esta variabilidad podría ser debida a la 
variedad de la semilla de soja utilizada en la elaboración de la bebida de soja, así como a otros 
factores. El tipo de cultivo, la procedencia geográfica, la época de la cosecha, las condiciones 
de crecimiento y también los factores genéticos podrían influir en el contenido total de 
isoflavonas (Tsukamoto et al., 1995). Chen y Wei (2008) encontraron contenidos similares de 
isoflavonas en bebidas de soja comerciales. 
     Respecto al perfil de las isoflavonas, los β-glucósidos fueron la forma química predominante 
en todas las muestras, con un rango del 71,15% a 93,66% del contenido total de isoflavonas. 
En la semilla de soja, la forma predominante es el malonil-β-glucósido, el cual constituye el 70-
OC TY PU CA AG PHE SPD SPM
SM A nd nd 0.78 ± 0.05 0.62 ± 0.04 0.76 ± 0.01 0.34 ± 0.02 9.90 ± 0.11 2.04 ± 0.12
SM B 0.17 ± 0.03 0.24 ± 0.01 1.00 ± 0.04 nd 0.58 ± 0.02 nd 10.02 ± 0.17 2.53 ± 0.34
SM C 0.17 ± 0.05 nd 1.86 ± 0.12 nd 0.70 ± 0.04 nd 10.27 ± 0.35 1.52 ± 0.31
SM D 0.27 ± 0.02 nd 0.82 ± 0.06 0.40 ± 0.01 1.01 ± 0.04 nd 10.34 ± 0.15 2.22 ± 0.05
SM E 0.24 ± 0.01 nd 0.38 ± 0.02 0.42 ± 0.01 0.96 ± 0.05 nd 9.73 ± 0.07 1.71 ± 0.19
SM F nd nd 1.49 ± 0.01 1.25 ± 0.02 1.07 ± 0.07 nd 9.09 ± 0.08 1.68 ± 0.11
SM G nd nd 1.00 ± 0.05 0.71 ± 0.06 1.21 ± 0.06 nd 9.94 ± 0.15 1.84 ± 0.38
SM H nd nd 1.27 ± 0.03 0.56 ± 0.01 1.75 ± 0.03 nd 10.97 ± 0.46 2.86 ± 0.15
AM A nd nd nd nd nd nd 0.46 ± 0.01 nd
AM B nd nd nd nd nd nd 0.33 ± 0.18 nd
AM C nd nd nd nd nd nd 0.78 ± 0.19 nd
AM D1 nd nd nd nd nd nd 8.30 ± 0.02 2.34 ± 0.01
AM E1 nd nd nd nd nd nd 2.21 ± 0.10 nd
AM F1 nd nd nd nd nd nd 1.83 ± 0.01 nd
AM G1 nd nd nd nd nd nd 4.14 ± 0.03 1.15 ± 0.01
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80% de isoflavonas totales (Charron, et al., 2005). El tratamiento térmico a temperatura 
elevada hidroliza los conjugados malonil y acetil de los β-glucósidos (Vacek et al., 2008), lo que 
explica el predominio de los β-glucósidos en las bebidas de soja comerciales analizadas. 
 
Tabla 7.2.7. Contenido de isoflavonas (mg/L) en las bebidas comerciales de soja. 
 a-d Letras indican diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) en los contenidos totales de isoflavonas.  
 
 
7.2.3. Aportaciones más relevantes  
 Se aportan datos sobre el valor nutritivo y biofuncional de las bebidas de almendra 
que hasta donde llega nuestro conocimiento no se habían publicado anteriormente. 
 Las bebidas de soja presentan más proteínas y poliaminas y contenidos comparables 
de grasa, fibra y fitoesteroles que las bebidas de almendra. 
 Las isoflavonas son componentes específicos de las legumbres y especialmente de la 
soja que no se encuentran en la bebida de almendra ni en la leche de vaca. 
 El porcentaje de grasa es superior en la bebida de almendra, en la que su perfil destaca 
el ácido oleico, mientras que la bebida de soja presenta el ácido linoleico y linolénico. 
 Las bebidas de soja y de almendra son útiles como sustitutivos de la leche de vaca para 
rebajar la ingesta de grasa saturada en el marco de una dieta adecuada para la 
protección de enfermedades cardiovasculares.  
 Las bebidas de soja y almendra presentan contenidos variables de % de lisina 
bloqueada y tocoferoles debido a diferencias del tratamiento. 
 En comparación con la leche de vaca, ambas bebidas aportan fibra y fitoesteroles y 
una mayor cantidad de tocoferoles y poliaminas. 
Agliconas β-glucósidos Acetil-β-glucósidos Malonil-β-glucósidos Total mg/g proteína
SM A 28.33 ± 0.35 257.74 ± 6.41 7.99 ± 0.17 37.44 ± 1.57 331.50 ± 8.50a 94.44 ± 3.42a
SM B 21.80 ± 0.88 239.69 ± 7.04 10.09 ± 0.11 48.10 ± 1.47 319.56 ± 9.20a 95.42 ± 3.88a
SM C 11.42 ± 0.41 127.81 ± 2.97 5.64 ± 0.21 34.81 ± 2.84 179.62 ± 6.17b 52.42 ± 2.56b
SM D 31.14 ± 0.78 194.78 ± 5.12 nd 4.06 ± 0.16 229.98 ± 6.35c 65.71 ± 2.57c
SM E 15.06 ± 0.16 233.88 ± 8.20 4.41 ± 0.03 5.60 ± 0.28 258.97 ± 6.11d 69.80 ± 2.33d
SM F 10.47 ± 0.31 227.90 ± 2.47 4.96 ± 0.08 nd 243.33 ± 2.49c 66.48 ± 0.96c
SM G 10.52 ± 0.59 210.31 ± 10.11 5.43 ± 0.54 13.12 ± 1.67 239.42 ± 9.03c 70.41 ± 3.76c
SM H 17.28 ± 0.13 222.45 ± 2.38 5.14 ± 0.01 5.60 ± 0.03 250.47 ± 2.53c 68.81 ± 0.98c
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composition of soymilk and almond milk available from the Spanish market. En 
preparación para Journal of food composition and analysis. 
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8 
EFECTO DE LA ULTRA ALTA PRESIÓN DE 
HOMOGENEIZACIÓN SOBRE LOS COMPUESTOS 
BIOACTIVOS DE LAS BEBIDAS DE SOJA Y ALMENDRA 
 
 
Las bebidas de soja y de almendra comerciales están sometidas a tratamientos térmicos, como el 
de pasteurización o UHT, que pueden afectar a sus componentes nutritivos y compuestos bioactivos. 
La ultra alta presión de homogeneización (UHPH) es una tecnología emergente que se puede aplicar 
como alternativa a los tratamientos térmicos convencionales. En el marco del proyecto nacional 
“AGL2008-05430-C02-02” se plantea la aplicación del tratamiento UHPH para producir bebidas de 
soja y de almendra de alta calidad. Este capítulo recoge los trabajos que pretenden evaluar el efecto 
de la UHPH sobre los componentes nutritivos y bioactivos de las bebidas de soja y almendra y su 
estabilidad durante el almacenamiento. Para ello: 
- En el primer apartado se estudia el efecto de la UHPH a diferentes combinaciones de presión 
y temperatura sobre los compuestos nutritivos y bioactivos de la bebida de soja y de almendra con 
el fin de comparar esta tecnología con los tratamientos térmicos convencionales de pasteurización y 
esterilización.  
- Posteriormente, una vez que el grupo del CERPTA de la Universidad Autónoma de Barcelona 
haya seleccionado las condiciones de UHPH equivalentes a las de pasteurización y esterilización, en 
un segundo apartado se estudia la estabilidad de los componentes nutritivos y bioactivos más 
relevantes de la bebida de soja1 tratada por UHPH durante el almacenamiento en refrigeración y a 
temperatura ambiente. 
 
 
 
 1El estudio en las bebidas de almendra no se pudo realizar debido a problemas técnicos en los 
equipos de UHPH. 
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8.1. Efecto de la Ultra Alta Presión de Homogeneización sobre 
los compuestos bioactivos de las bebidas de soja y de almendra  
 
 
Artículo III. 
N. Toro-Funes, J. Bosch-Fusté, M.T. Veciana-Nogues, M.C. Vidal-Carou (2014). Effect of 
ultra high pressure homogenization treatment on the bioactive compounds of soya 
milk. Food Chemistry, 152, 597-602.  
Índice de impacto (JCR 2012): 3.334 
Posición en área “Food and Science Technology”: 10/124 
 
Artículo IV. 
N. Toro-Funes, J. Bosch-Fusté, M.T. Veciana-Nogues, M.C. Vidal-Carou (2014). Effect of 
ultra high pressure homogenization treatment on the phytosterols and some 
antioxidant compounds of almond milk. En preparación para Journal of Agricultural 
and Food Chemistry. Enviado. 
 
 
Artículo V. 
N. Toro-Funes, J. Bosch-Fusté, M.T. Veciana-Nogues, M.C. Vidal-Carou (2014). 
Comparison of the effects oh ultra high pressure homogenization and heat treatments 
on the bioactive compounds of soymilk and almond milk. En preparación. 
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8.1.1. Planteamiento y objetivo del estudio 
     Las bebidas de soja y de almendra comerciales están convencionalmente procesadas por 
tratamientos térmicos, especialmente UHT, el cual es útil y necesario para estabilizar y mejorar 
la palatabilidad y la digestibilidad (Barros-Dourado, et al., 2011) ya que entre otros efectos 
destruyen los componentes indeseables, tales como los inhibidores de tripsina (Kwok, et al., 
2002; Wang, et al., 2001). Pero los tratamientos térmicos pueden modificar el contenido de 
nutrientes, como las vitaminas, y afectar negativamente a los compuestos bioactivos. La 
industria alimentaria está cada vez más interesada en el desarrollo de nuevos productos 
mediante la aplicación de tecnologías emergentes con un procesamiento mínimo que aumente 
o, al menos, mantenga ciertos compuestos bioactivos beneficiosos para la salud. El concepto 
de procesamiento mínimo se está convirtiendo en una realidad con algunas tecnologías no 
térmicas, tales como los campos eléctricos pulsantes, ultrasonidos, procesos de alta presión 
hidroestática y UHPH (Plaza et al, 2011; Valero et al, 2007; Velázquez-Estrada et al., 2013). La 
aplicación de los tratamientos de UHPH en la industria alimentaria podría resultar beneficiosa, 
ya que puede reunir los aspectos exigibles a una buena tecnología: conservación higiénica del 
producto, excelente estabilidad física y mantenimiento de una buena calidad nutricional y 
sensorial. Además presenta la ventaja de ser una operación continua. Por otro lado, la UHPH 
también puede producir una mejora en la capacidad de extracción de compuestos beneficiosos 
para la salud (Dumay et al., 2013).  
     En el marco del proyecto "La aplicación de ultra alta presión homogeneización (UHPH) para 
producir leches vegetales de alta calidad (de soja y almendra)" (AGL 2008-05430-C02-02), 
Poliseli-Scopel et al. (2012) y Valencia-Flores et al. (2013), ambos del CERPTA-UAB, estudiaron 
diferentes condiciones de UHPH (combinación de presión y de temperatura de entrada) para 
obtener emulsiones finas y estables de alta calidad desde un punto de vista microbiológico, 
físico-químico y sensorial, al menos como los tratamientos térmicos convencionales de 
pasteurización (PA) y esterilización UHT. Por lo tanto, el objetivo de este apartado de tesis fue 
estudiar los efectos de estas condiciones de UHPH propuestas por Poliseli et al. (2012) y 
Valencia-Flores et al. (2013) sobre los componentes nutricionales y biofuncionales de la bebida 
de soja y de almendra en comparación con los tratamientos térmicos convencionales.  
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8.1.2. Diseño experimental 
     Las bebidas de soja y de almendra fueron elaboradas en la Planta piloto de la Universidad 
Autónoma de Barcelona, y proporcionadas por el Centre Especial Planta de Tecnología dels 
Aliments (CERPTA).  
     Se realizaron tres producciones diferentes de cada bebida de soja y de almendra. Al 
producto base de la bebida de soja (PBS) y de almendra (PBA) se les aplicaron 6 tratamientos 
diferentes de UHPH y 2 tratamientos térmicos. Estos consistieron en: 
UHPH:  
a) 200 MPa a 55, 65 y 75 ºC de temperatura de entrada (BS 1, BS 2 y BS 3 para la bebida 
de soja, y BA 1, BA 2 y BA 3 para bebida de almendra, respectivamente),  
b) 300 MPa a 55, 65 y 75 ºC (BS 4, BS 5 y BS 6 para la bebida de soja, y BA 4, BA 5 y BA 6, 
para la bebida de almendra, respectivamente).  
Térmicos: 
c) 95 ºC durante 30 s para el tratamiento de PA, 
d) 142 ºC durante 6 s para el tratamiento de UHT. 
     De cada muestra de bebida de soja y de almendra tratada térmicamente y por UHPH, se 
realizó el análisis por triplicado de los compuestos nutritivos (composición básica nutricional, 
perfil de amino ácidos, porcentaje de digestibilidad de las proteínas y perfil de ácidos grasos) y 
los compuestos bioactivos (fitosteroles, tocoferoles, poliaminas e isoflavonas).  
      
8.1.3. Resultados y discusión  
8.1.3.1. Efecto del tratamiento de UHPH sobre los compuestos nutricionales  
     La composición básica nutricional se realizó con el fin de caracterizar las muestras de la 
bebida de soja y de almendra, ya que se producen a partir de diferentes producciones. De esta 
manera, se podrán estandarizar los resultados experimentales obtenidos de los análisis de los 
parámetros nutritivos y biofuncionales y su posterior comparación entre los distintos tipos de 
tratamientos.  
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     No se encontraron diferencias en la composición básica nutricional entre las diferentes 
producciones de soja y almendra, de igual manera tampoco se encontraron entre las bebidas 
de soja y de almendra sin tratar (PBS y PBA) y las tratadas térmicamente y por UHPH (Tabla 
8.1.1). Todas las muestras de bebida de soja y de almendra elaboradas en la planta piloto 
mostraron un contenido de agua superior al de la media de las muestras de las bebidas del 
mercado y un menor contenido en nutrientes con independencia del tipo de tratamiento de 
estabilización aplicado y de la producción considerada. 
 
Tabla 8.1.1. Composición nutricional básica del producto base, pasteurizada (PA), UHT y las 
muestras de bebida de soja y de almendra tratadas por UHPH. 
 
* Para simplificar los resultados, se ha indicado el valor medio de la composición nutricional de 
las bebidas de soja y de almendra tratadas por las 6 diferentes combinaciones de UHPH. 
** Hidratos de carbono (CH) han sido calculados mediante: CH = 100 – (Agua + Proteínas + 
Grasa + Fibra + Cenizas).  
 
Perfil de aminoácidos 
     No se observaron diferencias en el perfil de aminoácidos de las bebidas de soja y de 
almendra tratadas por los diferentes tratamientos UHPH respecto a sus correspondientes 
productos base (Datos no mostrados; p>0,05). Tampoco se encontraron diferencias 
significativas entre las muestras tratadas térmicamente y por UHPH. La composición 
aminoacídica de las bebidas de soja y de almendra se corresponden con la reportada en las 
bebidas comerciales de soja y de almendra descritas en el apartado 7.2 de esta memoria, en la 
Contenido 
acuoso
Proteína Grasa Fibra Cenizas Carbohidratos**
PBS 94.3 ± 0.0 2.60 ± 0.2 1.50 ± 0.1 0.50 ± 0.1 0.31 ± 0.0 0.79 ± 0.1
PA 94.3 ± 0.3 2.60 ± 0.2 1.52 ± 0.1 0.53 ± 0.0 0.30 ± 0.0 0.75 ± 0.2
UHPH* 94.3 ± 0.1 2.63 ± 0.1 1.53 ± 0.1 0.50 ± 0.0 0.28 ± 0.0 0.76 ± 0.1
UHT 94.6 ± 0.1 2.40 ± 0.2 1.41 ± 0.1 0.50 ± 0.0 0.27 ± 0.0 0.82 ± 0.3
PBA 96.3 ± 0.0 0.97 ± 0.03 1.29 ± 0.1 0.41 ± 0.04 0.31 ± 0.1 0.72 ± 0.1
PA 96.1 ± 0.2 1.00 ± 0.03 1.31 ± 0.1 0.43 ± 0.02 0.30 ± 0.0 0.86 ± 0.2
UHPH* 96.2 ± 0.2 1.06 ± 0.02 1.34 ± 0.1 0.39 ± 0.02 0.30 ± 0.1 0.71 ± 0.2
UHT 96.0 ± 0.1 0.99 ± 0.00 1.32 ± 0.1 0.40 ± 0.03 0.28 ± 0.0 1.01 ± 0.1
Bebida de 
soja
Bebida de 
almendra
RESULTADOS 
151 
 
que la glutamina + ácido glutámico son los aminoácidos mayoritarios, y la metionina el amino 
ácido limitante, seguido de la cisteína y del triptófano.  
     No hay datos disponibles en la literatura que informe del efecto de la UHPH sobre el perfil 
aminoacídico de las bebidas de soja y de almendra. Se sabe que elevadas temperaturas 
(sobrecalentamiento) pueden destruir importantes aminoácidos tales como la cisteína, 
arginina y lisina (Friedman y Brandon, 2001; Kwok y Niranjan, 1995). Sin embargo, nuestros 
resultados sugieren que las combinaciones de presión y de temperatura aplicadas, igual que 
los tratamientos térmicos convencionales, no afectaron el perfil de aminoácidos de la bebida 
de soja y de almendras, por lo que este parámetro no resulta relevante para comparar los 
tratamientos.  
 
Porcentaje de digestibilidad y formación de furosina 
     En la figura 8.1.1 se muestra el porcentaje de digestibilidad de las bebidas de soja y 
almendra con tratamientos térmicos y UHPH. Se observa que ambos tratamientos producen 
un aumento de la digestibilidad respecto a sus correspondientes productos base, que no han 
sufrido ningún tratamiento de estabilización.  
     No se encontraron diferencias en el porcentaje de digestibilidad entre las bebidas de 
almendra tratadas por UHPH a las diferentes combinaciones de presión y temperatura 
(p<0,05; Figura 8.1.1). Igualmente, tampoco se han visto diferencias significativas entre las 
bebidas de almendra tratadas por UHPH y las muestras tratadas térmicamente por PA y UHT, 
lo que sugiere que la combinación de presión/temperatura aplicada a la bebida de almendra 
fue igual de eficaz en la mejora de la digestibilidad de la proteína que sus respectivos 
tratamientos térmicos. No hay datos disponibles en la literatura sobre el efecto de la UHPH 
sobre la digestibilidad de las proteínas de las bebidas de almendra, ni tampoco de la bebida de 
soja. El tratamiento térmico aumenta la digestibilidad debido a la desnaturalización de 
proteínas y al despliegue de la molécula de proteína, lo que aumenta la accesibilidad de la 
enzima proteasa (Liu, 2004). 
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Figura 8.1.1. Porcentaje de digestibilidad de las proteínas en muestras de bebida de soja y de 
almendra. 
  
 
En las muestras de bebida de soja, tampoco se encontraron diferencias en el porcentaje de 
digestibilidad entre las muestras tratadas por UHPH a las diferentes combinaciones de presión 
y temperatura estudiadas (p<0,05; Figura 8.1.1), ni con las muestras tratadas por PA. Sin 
embargo, el porcentaje de digestibilidad fue mayor en muestras tratadas por UHT (p<0,05). La 
digestibilidad no sólo depende de la desnaturalización de las proteínas, sino que también está 
relacionada con la presencia de factores antinutritivos. La soja tiene inhibidores de la tripsina, 
que son sustancias con propiedades antinutricionales que bloquean la tripsina, disminuyendo 
la digestibilidad de las proteínas y su valor nutritivo (Yuan et al., 2008). La presencia de estos 
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compuestos podría explicar la menor digestibilidad en la bebida de soja que en la bebida de 
almendra. Poliseli-Scopel et al. (2012) reportaron que se mantenía una cierta actividad residual 
antitripsina en la bebida de soja después de ser tratada por PA, UHT y UHPH a 200 MPa y 300 
MPa, siendo menor en las muestras tratadas por UHT. Esta menor actividad residual explica la 
mayor digestibilidad de la proteína en la bebida de soja tratada por UHT. La constatación de 
que permanece una cierta actividad residual antitripsina en las muestras tratadas por UHPH, 
hace necesario estudiar cómo evoluciona la digestibilidad a largo de la vida útil de estos 
productos. 
      Los tratamientos térmicos aplicados en la producción de bebida de soja proporcionan una 
vida útil más larga, mejoran el valor nutritivo mediante la destrucción de factores 
antinutricionales (inhibidores de la tripsina Kunitz y Bowman-Birk), y aumentan la 
digestibilidad de las proteínas (Kwok y Niranjan, 1995; Debruyne y Riaz, 2006). Por el contrario, 
el tratamiento térmico favorece la reacción de Maillard, causando pérdidas en la calidad 
nutricional y en la digestibilidad de las proteínas (Nursten, 2005; Seiquer et al., 2006). La 
furosina se utiliza comúnmente para la evaluación de las primeras etapas de la reacción de 
Maillard y también permite estimar el porcentaje de lisina bloqueada (no biodisponible) e 
indirectamente, la calidad proteica. Además, la furosina se utiliza como indicador del daño 
térmico, y permite distinguir entre UHT y PA.  
     En ninguna de las muestras estudiadas se detectó furosina, lo que indica que ambos, los 
tratamientos térmicos y de UHPH, no favorecieron la formación de la reacción de Maillard. Por 
otro lado, este compuesto fue detectado en todas las muestra de bebida de soja del mercado 
estudiadas y en algunas de las de almendra. Estas diferencias podría atribuirse a dos posibles 
causas: a) al hecho de que los tratamientos de estabilización aplicados en la planta piloto 
fueran menos intensos que los aplicados en las muestras comercializadas o b) a que la reacción 
de Maillard avanza durante el tiempo de almacenamiento y los productos elaborados en la 
planta piloto fueron analizados casi inmediatamente después de su obtención no habiendo 
transcurrido el tiempo suficiente para que se formara furosina en cantidades suficiente para 
ser detectadas.      
     La relativamente elevada cantidad de furosina detectada en algunas muestras comerciales 
hace que sea un parámetro susceptible de ser monitorizado durante el almacenamiento de las 
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bebidas de soja tratadas por UHPH a pesar de que no se detectara en ninguna de las muestras 
justo después del tratamiento. 
 
Perfil de ácidos grasos 
     No se observaron diferencias en el perfil de ácidos grasos en todas las bebidas de soja y de 
almendra tratadas por UHPH respecto a sus correspondientes productos base (p>0,05). De 
igual manera tampoco se encontraron diferencias significativas con las muestras tratadas 
térmicamente. En las bebidas de soja, los ácidos grasos mayoritarios fueron: 
- el ácido cis-cis linoleico (50,8-54,3%),  
- seguido del ácido cis-oleico (20,4-23,5%),  
- del palmítico (12,3-13,7%),  
- -linolénico (5,9 a 7,4%),  
- y del ácido esteárico (2,6 a 3,2%).  
     Mientras que la composición de ácidos grasos en la bebida de almendra fue: 
- el ácido oleico (54,6 a 56,1%),  
- seguido del linoleico (19,9 a 22,2%),  
- del palmítico (10,8 a 11,6%),  
- y del esteárico (8,1 a 9,0%).  
     Estos resultados están en consonancia con el perfil de ácidos grasos de las bebidas 
comerciales comentados en el apartado 7.2. 
     Los ácidos grasos poliinsaturados de estas bebidas vegetales, principalmente el linoleico, 
oleico y linolénico, son susceptibles a la oxidación por la presencia de oxígeno, luz, enzimas y 
elevada temperatura (Brownsell et al., 1993). Sin embargo, los tratamientos UHPH y los 
térmicos convencionales aplicados a las muestras de bebida de soja y de almendra no 
promovieron su oxidación durante el tratamiento ya que no se observaron diferencias en el 
perfil de los ácidos grasos. 
     Por otra parte, no se produjo un aumento de ácidos grasos trans en las bebidas de soja y 
almendra tratadas tanto térmicamente como por UHPH respecto a sus correspondientes 
productos base, siendo menor del 0,2% del total de grasa. Con excepción de las bebidas de 
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almendra tratadas por UHT, las que mostraron tres veces más de éstos ácidos grasos trans 
(ácidos elaídico y linoleaídico), lo que sugiere que la combinación de presión/temperatura 
aplicada a la bebida de almendra en el tratamiento de UHPH es menos agresivo que el 
tratamiento UHT. 
 
8.1.3.2. Efectos del tratamiento de UHPH sobre los compuestos bioactivos  
Fitoesteroles 
     El contenido total de fitosteroles en la bebida de soja fue de 191 mg/L en el producto base y 
entre 225 y 281 mg/L en las tratadas térmicamente y por UHPH. En la bebida de almendra, el 
total de fitosteroles en el producto base fue de 22 mg/L y entre 26 y 34 mg/L en las tratadas 
por UHPH (Figura 8.1.2). Por tanto, el contenido total de fitosteroles fue estadísticamente 
mayor en las muestras de bebida de soja y de almendra tratadas por UHPH o térmicamente 
que en sus correspondientes productos base en ambos tipos de muestras. El mayor contenido 
de fitosteroles en las bebidas de soja se observó en las tratadas a mayor temperatura, 
independientemente de la presión aplicada, con un aumento del 40-45% respecto a su 
producto base. Mientras que en la bebida de almendra, se observó un aumento del 25-35% en 
las muestras tratadas a 300 MPa, junto con la temperatura. Los tratamientos UHPH someten a 
las bebidas de soja y almendra por de su paso por la válvula de alta presión a diferentes 
fuerzas de cizalla, de cavitación, turbulencia y coalescencia que producen un gran impacto 
sobre el tamaño y la distribución de los glóbulos grasos en la fase continua de la emulsión 
(Poliseli-Scopel, et al., 2012). Los resultados indican que la combinación de presión y 
temperatura en el tratamiento de UHPH produce un aumento en la extracción de los 
fitosteroles a partir de los glóbulos grasos en ambos tipos de muestras, siendo mayor en las 
condiciones más fuertes de UHPH.  
     Aunque hubo un aumento en la extracción de fitoesteroles en la bebida de soja y de 
almendra tratadas por UHPH respecto a su producto base, no se observó una mayor extracción 
que en los productos tratados térmicamente (p<0,05). Así, el contenido total de fitoesteroles 
fue similar en las muestras UHT que en las muestras tratadas por UHPH a las condiciones más 
fuertes, las muestras BS 6 y BA 6. Por otro lado, el contenido total de fitoesteroles fue similar 
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en las muestras PA que el de las muestras tratadas por UHPH con las condiciones más suaves, 
las muestras BS 1 y BA 1.  
 
Figura 8.1.2. Contenido total de fitosteroles (mg/L) en las bebidas de bebidas de soja y de 
almendra.  
 
 
 
     Tanto los tratamientos térmicos como los de UHPH tienen una etapa de homogeneización, 
que reduce el tamaño de los glóbulos de grasa para obtener una emulsión con un alto grado 
de estabilidad. El efecto de la homogeneización, junto con las altas temperaturas aplicadas, 
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podría explicar el mismo grado de extracción de los fitosteroles observado en las muestras de 
bebidas de soja y de almendra tratadas térmicamente, PA y UHT, y  las tratadas por UHPH. 
     Respecto a la especiación de los fitoesteroles, en las bebidas de soja, el β-sitosterol fue el 
fitosterol principal (casi el 50% en todas las muestras), seguido del estigmasterol y del 
campesterol, con un 25% y 23%, respectivamente. Mientras tanto, en las bebidas de almendra, 
el β-sitosterol fue también el fitoesterol mayoritario con un 60%, seguido del Δ5-avenasterol, el 
cual representó casi el 30%.  
 
Efecto de UHPH sobre los tocoferoles 
     El contenido total de tocoferoles en la bebida de soja fue de 3,5 mg/L en el producto base y 
entre 1,9 y 2,8 mg/L en las tratadas térmicamente y por UHPH. En la bebida de almendra, el 
total de tocoferoles en el producto base fue de 50,6 mg/L y entre 2,8 y 9,5 mg/L en las tratadas 
térmicamente y por UHPH (Figura 8.1.3).  
     El contenido total de tocoferoles fue estadísticamente mayor en los productos base que en 
las bebidas de soja y de almendra tratadas térmicamente y por UHPH (p<0,05), siendo las 
pérdidas de vitamina provocados por los tratamientos mucho más alta en la bebida de 
almendra. Los tocoferoles totales en ambas bebidas de soja y de almendra disminuyeron a 
medida que aumentaba la temperatura al mismo nivel de presión. Y también disminuyeron a 
medida que aumentaba la presión a la misma temperatura, lo que sugiere que tanto la 
temperatura como la presión aplicada afectan los tocoferoles en ambos tipos de muestras.  
     En comparación con los tratamientos térmicos, no se observaron diferencias en los 
contenidos totales de tocoferoles entre las bebidas de soja y de almendra tratadas por UHPH y 
las muestras tratadas térmicamente (p<0,05). Así se observa que las condiciones más suaves 
de UHPH tendrían un efecto análogo al que provoca la pasteurización y las condiciones más 
intensas el efecto es comparable al del UHT.  
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Figura 8.1.3. Contenido total de tocoferoles (mg/L) en las bebidas de bebidas de soja y de 
almendra.  
 
 
 
     En la bebida de soja, los tres α-, γ- y δ-tocoferol fueron detectados en todas las muestras, 
mostrando el mismo perfil entre el PBS y las muestras tratadas tanto térmicamente como por 
UHPH. La forma predominante fue el γ-tocoferol, con el 51-53% del total de tocoferoles, 
seguido del δ-tocoferol (40-42%) y del α-tocoferol (7-8%). En lo que respecta a las bebidas de 
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almendra, los tres α-, γ- y δ-tocoferol fueron detectados solamente en el PBA, siendo el α-
tocoferol el mayoritario con más del 90% del total de tocoferoles En las muestras tratadas 
térmicamente y por UHPH, el δ-tocoferol sólo se encontró en las muestras de PA (con un 12% 
del contenido de PBA). 
     No hay datos disponibles en la literatura del efecto de la UHPH sobre los tocoferoles de las 
bebidas de soja, ni tampoco de la bebida de almendra. Los resultados muestran que los 
tratamientos de UHPH aplicados tanto a la bebida de soja como a la de almendra afectan al 
menos de igual manera a la degradación de los tocoferoles que los tratamientos térmicos. Y en 
el caso de la bebida de almendra los tocoferoles  son menos estables que en bebida de soja. 
Por el contrario, los tratamientos UHPH no protegen los tocoferoles en las bebidas de soja y de 
almendra.  
 
Efecto de UHPH sobre las aminas biógenas y las poliaminas 
     Las aminas biógenas no se detectaron en ninguna de las bebidas de soja y de almendra 
analizadas, lo que indicaría una correcta práctica higiénica durante la manipulación de la 
materia prima y el proceso de elaboración, ya que su acumulación está asociada a la actividad 
de las bacterias contaminantes (Latorre-Moratalla et al, 2008; Linares, et al., 2011). Por otro 
lado, las poliaminas, SPD y SPM, fueron encontradas en todas las muestras de soja, mientras 
que en las bebidas de almendra solamente se detectó la SPD.  
     El contenido medio de poliaminas en las bebidas de soja fue de 8,07 ± 0,26 y 1,97 ± 0,06 
mg/L de SPD y SPM, respectivamente, y el contenido medio de SPD en las bebidas de almendra 
de 0,79 ± 0,04 mg/L. No se encontraron diferencias significativas en el contenido de poliaminas 
en las bebidas de soja y de almendra entre las muestras sin tratar y las tratadas térmicamente 
y por UHPH, por lo que se concluye que los tratamientos de UHPH, como los térmicos, no 
afectan a la estabilidad de las poliaminas.  
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Efecto de la UHPH sobre las isoflavonas de la bebida de soja 
     El contenido total de isoflavonas en las bebidas de soja fue de 150 mg/L en el producto base 
y en PA y entre 160-220 mg/L en las tratadas por UHT y UHPH (Figura 8.1.4). Por tanto, el 
tratamiento UHT (pero no la pasteurización) y todas las muestras UHPH provocaron un 
aumento de la extracción de las isoflavonas a partir de las proteínas, siendo mayor la 
extracción por UHT (p<0,05). Entre las muestras tratadas por UHPH, aunque no siempre hay 
diferencias significativas, se pudo observar una correlación directa entre el total de isoflavonas 
y la intensidad del tratamiento aplicado (presión y temperatura).  
     Las isoflavonas están asociadas a las proteínas solubles de la soja y pueden ser liberadas 
cuando las proteínas son desnaturalizadas bajo presión y temperatura (Rickert et al., 2004). No 
hay información disponible del efecto del UHPH sobre las isoflavonas en bebida de soja. Sin 
embargo, los resultados indican que los tratamientos UHPH mejoran la extracción en 
comparación con la pasteurización pero no igualan la que se produce en el tratamiento de 
UHT. 
 
Figura 8.1.4. Contenido total de isoflavonas (mg/L) en las bebidas de soja. 
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     En cuanto al perfil de las formas químicas de las isoflavonas, éste fue el mismo tanto en el 
producto base de la bebida de soja como en todas las muestras tratadas por UHPH y en las 
tratadas térmicamente, siendo los conjugados β-glucósidos la forma predominante con más 
del 50% de las isoflavonas totales, seguido de las agliconas. La suma de ambos representa más 
de 80% de las isoflavonas totales. Se sabe que el tratamiento térmico hidroliza los conjugados 
maloniles y acetiles a β-glucósidos (Vacek et al., 2008) y en este estudio se comprueba que 
sucede lo mismo en los tratamientos UHPH. 
 
8.1.3. Aportaciones más relevantes  
 Los tratamientos UHPH permiten una mejora de la extracción de algunos compuestos 
bioactivos, tales como fitosteroles o las isoflavonas, siendo mayor el grado de extracción 
a medida que aumenta la presión y la temperatura aplicada.  
 Por el contrario, los tratamientos UHPH son igual de agresivos con los tocoferoles como 
los tratamientos térmicos, siendo las pérdidas de tocoferoles más elevada en las 
bebidas de almendra que en las de soja. Las condiciones más leves de presión y 
temperatura son las que provocan menos pérdidas de estos nutrientes.  
 Aunque las bebidas de soja y de almendra no son productos ricos en poliaminas, los 
tratamientos UHPH no afectan su estabilidad. 
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8.2. Estabilidad de los compuestos nutritivos y bioactivos de la 
bebida de soja tratada por UHPH durante el almacenamiento 
en refrigeración y a temperatura ambiente. 
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8.2.1. Planteamiento y objetivo del estudio 
      En el marco del proyecto nacional “AGL2008-05430-C02-02”, el grupo de investigación del 
CERPTA seleccionó las condiciones de presión y de temperatura de entrada que permitían 
obtener bebidas de soja de buena calidad desde un punto de vista microbiológico, físico-
químico y sensorial. Se seleccionaron las condiciones de UHPH que permiten obtener bebidas 
de soja equiparables en cuanto a vida útil a productos pasteurizados y esterilizados 
térmicamente (Poliseli-Scopel et al., 2013; Poliseli-Scopel et al., 2014). Así, como equiparable a 
la pasteurización, se seleccionaron dos condiciones: a 200 MPa y 55 ºC de temperatura de 
entrada y a 200 MPa y 75 ºC. Y una condición de UHPH equiparable a la esterilización: 300 MPa 
y 75 ºC de temperatura de entrada.  
     Una vez conocido el efecto del UHPH sobre los componentes nutricionales y bioactivos de la 
bebida de soja. El objetivo de este apartado es valorar su estabilidad durante el 
almacenamiento. En concreto, se pretende estudiar en las bebidas de soja tratadas por UHPH 
si hay cambios en las isoflavonas, los fitosteroles y los tocoferoles, así como en la digestibilidad 
proteica "in vitro" y la lisina bloqueada. A su vez, se comparan los cambios observables con los 
que se producen durante el almacenamiento en la bebida de soja pasteurizada y esterilizada 
térmicamente.  
 
8.2.2. Diseño experimental 
     En los productos pasteurizados de almacenamiento en refrigeración, se realizaron tres 
producciones diferentes de cada bebida de soja. A cada una de ellas, se aplicaron tres 
tratamientos sobre el producto base: uno de PA (95 ºC, 30 s) y dos de UHPH, a 200 MPa a 55 y 
75 ºC de temperatura de entrada (UHPH T1 y UHPH T2). Las muestras fueron almacenadas en 
frascos estériles de 50 mL a 4 ºC durante un máximo de 21 días. La toma de muestra se realizó 
cada siete días (tiempo 0, 7, 14 y 21) y se almacenaron a -30 ºC hasta su análisis. 
     En los productos de larga duración almacenados a temperatura ambiente, se realizaron 
también tres producciones diferentes de cada bebida de soja. A cada producción, se le 
aplicaron dos tratamientos sobre el producto base: uno de UHT (142 ºC, 6 s) y uno de UHPH, a 
300 MPa y 75 ºC de temperatura de entrada (UHPH T3). Las muestras fueron envasadas 
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asépticamente en contenedores Tetra Brick de 200 mL y posteriormente fueron almacenadas a 
temperatura ambiente en un lugar seco y oscuro durante 4 meses. Se tomaron muestras 
mensualmente (tiempo 0, 1, 2, 3 y 4 meses) y se almacenaron a -30 ºC hasta su análisis. 
 
8.2.3. Resultados y discusión  
Estabilidad de las isoflavonas durante el almacenamiento en refrigeración  
     No se ha encontrado información previa en la literatura sobre la estabilidad de las 
isoflavonas el almacenamiento en refrigeración de bebida de soja pasteurizada por UHPH o 
térmicamente. No obstante, Eisen et al. (2003) estudiaron por separado la estabilidad “in 
vitro” de las isoflavonas durante el almacenamiento a diferentes temperaturas y concluyeron 
que la degradación de isoflavonas en condiciones de almacenamiento sigue una cinética de 
primer orden y está influenciada por la temperatura de almacenamiento y las formas químicas 
de los compuestos. En el presente trabajo se observó que el contenido total de isoflavonas 
mostró una ligera disminución en todas las muestras, aproximadamente del 8-13%, durante el 
almacenamiento en refrigeración de las bebidas de soja (Figura 8.2.1). 
     Como se aprecia en la figura 8.2.1 a lo largo del almacenamiento se produjeron cambios en 
los contenidos de las formas químicas de las isoflavonas. En el punto cero las formas malonil-β-
glucósidos y β-glucósidos fueron las mayoritarias, con más del 90% del total de isoflavonas. A 
lo largo del almacenamiento, se observa una interconversión de las formas químicas de las 
isoflavonas, observándose un descenso de los malonil-β-glucósidos y β-glucósidos, y un 
aumento de las agliconas. En todos los casos, este efecto empieza a apreciarse a partir del 
séptimo día de almacenamiento, y fue más intenso en las muestras pasteurizadas 
térmicamente que en las tratadas por UHPH. Comparando las dos condiciones de UHPH, se 
observa que los cambios son menores en las muestras UHPH T2 que corresponden a las 
condiciones más intensas.  
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Figura 8.2.1. Contenido total de isoflavonas (mg/L) en las bebidas de soja pasteurizadas 
durante el almacenamiento en refrigeración. 
 
 
     La interconversión de las isoflavonas está dictada por su estructura química, y por otros 
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endógenas y bacterianas (Ismail y Hayes, 2005). La acción de los microorganismos 
supervivientes en las muestras pasteurizadas podría ser responsable de estos cambios debido 
a que modifican el pH, las propiedades físico-químicas, y proporcionan actividad β-glucosidasa. 
Las muestras PA y UHPH T1 mostraron una mayor disminución en los valores de pH durante el 
almacenamiento (alrededor de 0,5-0,6) que la muestra UHPH T2 (alrededor de 0,2). Poliseli-
Scopel, et al. (2012) reportaron un aumento en los recuentos de bacterias mesófilas en 
muestras de PA y UHPH T1, pero no en UHPH T2, durante el almacenamiento a 4 ºC. Estas 
diferencias de recuentos bacterianos estarían en concordancia con la evolución de las 
isoflavonas en las diferentes muestras. 
     Las agliconas en cantidades elevadas imparten regustos astringentes y amargos en la bebida 
de soja (Okubo et al. 1992). Por tanto, su acumulación a lo largo del almacenamiento implica 
una pérdida de calidad sensorial del producto. Las condiciones de UHPH estudiadas, 
especialmente a 200 MPa y 75 ºC, dieron lugar a una menor formación de agliconas que el 
tratamiento térmico convencional.  
 
Estabilidad de las isoflavonas durante el almacenamiento a temperatura ambiente 
      A lo largo de almacenamiento a temperatura ambiente, se produjo un aumento en el 
contenido de isoflavonas totales en ambos tipos de muestras tanto tratadas térmicamente 
como las tratadas por UHPH (Figura 8.2.2). En las muestras UHT, el aumento fue 
aproximadamente del 5% al primer mes, permaneciendo constante durante el 
almacenamiento (p>0,05). En las muestras UHPH T3, el aumento fue de un 30% hasta el 
segundo mes de almacenamiento (r=0,997), aumentando un 7% más hasta el final del 
almacenamiento.  
     Las interacciones de las isoflavonas con las proteínas implican puentes de hidrógeno e 
interacciones hidrofóbicas, que se cree que dependen del grado de desnaturalización de la 
proteína (Malaypally y Ismail, 2010). La desnaturalización de las proteínas debido a la alta 
presión difiere de la desnaturalización inducida por el calor. La desnaturalización por calor es 
principalmente irreversible debido a la ruptura de los enlaces covalentes y a la agregación de la 
proteína desplegada (Tedford et al., 1999). Por el contrario, bajo presión las proteínas tienden 
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a desplegarse hasta su estado secundario o terciario, y los enlaces de hidrógeno no se ven 
afectados, mientras que sí que se ven afectadas las interacciones electrostáticas e hidrofóbicas 
causando disociaciones reversibles y agregaciones (Floury et al., 2002). Como el contenido de 
proteína es el mismo en todas las muestras, la desnaturalización de las proteínas de soja 
debido a la temperatura y a la presión aplicadas en este estudio sería el responsable de las 
diferencias en la extracción de las isoflavonas en las muestras UHT y UHPH T3 durante el 
almacenamiento. Las proteínas de soja mayoritarias, β-conglicinina y glicinina, son 
desnaturalizadas térmicamente a, aproximadamente, 70 y 90 ºC durante 5 min, 
respectivamente (Liu y Chang, 2007). Sin embargo, para alcanzar la desnaturalización proteica 
debido a la presión se requieren niveles más altos y durante más tiempo que las aplicadas en 
el trabajo actual (>400 MPa, 10 min) (Puppo et al., 2004). El grado de desnaturalización 
inducido por calor podría explicar la mayor extracción de las isoflavonas en las muestras UHT 
justo después del tratamiento (tiempo cero), con sólo un pequeño aumento durante el 
almacenamiento.  
 
Figura 8.2.2. Contenido total de isoflavonas (mg/L) en las bebidas de soja esterilizadas durante 
el almacenamiento a temperatura ambiente. 
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      No hay información en la literatura sobre las posibles razones para explicar por qué se 
produjo un aumento en las isoflavonas totales durante el almacenamiento de la bebida de soja 
tratada por UHPH y probablemente se deba a las disociaciones y agregaciones reversibles y al 
azar entre las proteínas de soja (Floury et al., 2002). 
    Los β-glucósidos y los conjugados malonil-β-glucósidos fueron las formas predominantes en 
las muestras, siendo la suma de ambos de más del 90% de las isoflavonas totales. El % de los β-
glucósidos fue mayor en las muestras UHT que en las muestras UHPH, con alrededor del 63 % y 
55%, respectivamente. Este perfil no cambió a lo largo de todo el almacenamiento, pero hubo 
una reducción significativa en los malonil-β-glucósidos paralela a un aumento de los β-
glucósidos, siendo más lenta en las muestra UHPH que en las UHT (Figura 8.2.2). Las agliconas 
no sufrieron cambios significativos en ambas bebidas de soja a lo largo del almacenamiento.  
     Se sabe que el tratamiento térmico UHT inactiva las β-glucosidasas (Márquez y Waliszewski 
2008) lo que explica que no se formen agliconas a lo largo del almacenamiento en las muestras 
UHT. No hay información en la literatura del efecto del UHPH sobre la inactivación de las β-
glucosidasas en la soja o en productos de soja. Sin embargo, la baja cantidad de aglicona 
hidrolizada en las muestras UHPH a lo largo del almacenamiento sugiere que estas enzimas 
también fueron inactivadas por el tratamiento de UHPH. 
 
Estabilidad de las fitoesteroles durante el almacenamiento en refrigeración  y a temperatura 
ambiente 
     Se sabe que los fitoesteroles son compuestos estables en los alimentos. Por ejemplo, 
Soupas et al. (2006) no encontraron diferencias en el total de fitosteroles en leche de vaca 
enriquecida durante 12 meses en almacenamiento a 4 ºC.  Sin embargo, no hay información 
sobre la liberación de fitoesteroles durante el almacenamiento en bebidas de soja tratadas por 
UHPH. Como previamente se ha mostrado en la sección 8.1, hay una liberación de fitoesteroles 
en función de la presión y la temperatura en los tratamientos UHPH. La hipótesis a estudiar es, 
dado que no se liberan todos, si hay una liberación de fitoesteroles durante el almacenamiento 
igual que ocurre con las isoflavonas. Las muestras PA y UHPH T1 mostraron un contenido 
similar de fitoesteroles totales, pero ambas concentraciones fueron más bajas que las de 
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UHPH T2 (p<0,05). Como se puede apreciar en la figura 8.2.3 los contenidos de fitoesteroles se 
mantienen constantes durante 21 días de almacenamiento en las bebidas de soja pasteurizada 
tanto térmicamente como por UHPH. De igual manera tampoco se han observado cambios en 
los niveles de fitoesteroles durante cuatro meses de almacenamiento en las bebidas de soja 
esterilizadas. Cabe recordar que, en este caso, a tiempo cero en los tratamientos aplicados 
(térmicos y UHPH) liberan el mismo contenido de fitoesteroles. Nuestros resultados muestran 
que los fitoesteroles son estables durante el almacenamiento en refrigeración en bebida de 
soja pasteurizada por UHPH y por calor.  
 
Figura 8.2.3. Contenido total de fitoesteroles (mg/L) en las bebidas de soja pasteurizadas 
durante el almacenamiento en refrigeración. 
 
 
Estabilidad de los tocoferoles durante el almacenamiento en refrigeración  
     Como previamente se ha mostrado en la sección 8.1 de esta memoria, las muestras tratadas 
a las condiciones más suaves de temperatura de UHPH mostraron un contenido de tocoferoles 
superior al de las muestras tratadas a condiciones más intensas (p<0,05). Durante el 
almacenamiento, el contenido total de tocoferoles mostró una disminución significativa en 
todas las bebidas de soja, siendo del 55% en las muestras PA y UHPH T1, y del 72% en las 
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muestras UHPH T2 (Figura 8.2.4). El grado de degradación de fue comparable en las diferentes 
formas de la vitamina E. Por tanto, aunque las condiciones de almacenamiento fueron las 
mismas hubo más degradación de los tocoferoles en las muestras que habían estado 
sometidas al tratamiento de UHPH más intenso. 
 
Figura 8.2.4. Contenido total de tocoferoles (mg/L) en las bebidas de soja pasteurizadas 
durante el almacenamiento en refrigeración. 
 
 
Estabilidad de los tocoferoles durante el almacenamiento a temperatura ambiente  
     En la sección 8.1 se indicó que las muestras de soja tratadas por UHPH a 300 MPa y 75 ºC de 
temperatura de entrada mostraron un contenido más bajo de tocoferoles que las muestras 
tratadas por UHT (p<0,05). Este hecho indica que el tratamiento de UHPH aplicado fue más 
agresivo para los tocoferoles que el tratamiento UHT. Durante el almacenamiento, ambas 
muestras mostraron un descenso del contenido total de tocoferoles, siendo éste más acusado 
en las muestras UHPH T3, con un 36% mientras que en las muestras UHT con un descenso del 
25% (Figura 8.3.4). El grado de degradación de fue comparable en las diferentes formas de la 
vitamina E. Por tanto, al igual que sucede con las muestras pasteurizadas se puede concluir 
que el tratamiento más agresivo no solo provoca más pérdidas durante el tratamiento que 
también sino que provoca una mayor degradación durante el almacenamiento. Es conocido 
que estos compuestos no son estables tanto al tratamiento térmico como al almacenamiento. 
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Por ejemplo, Vidal-Valverde y Ruíz (1993) encontraron pérdidas significativas en los 
tocoferoles de la leche de vaca tratada por UHT durante un mes en almacenamiento a 
temperatura ambiente, aumentando estas pérdidas a medida que aumentaba el tiempo de 
almacenamiento. 
 
Figura 8.2.5. Contenido total de tocoferoles (mg/L) en las bebidas de soja esterilizadas durante 
el almacenamiento a temperatura ambiente. 
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Digestibilidad proteica "in vitro" durante el almacenamiento en refrigeración  y a temperatura 
ambiente  
El producto base mostró un % de digestibilidad significativamente más bajo (75,80 ± 
0,64%), que las muestras tratadas por calor y por UHPH (más del 80%, sin diferencias en 
función del tipo de pasteurización; p<0,05). A lo largo de almacenamiento en refrigeración, 
todas las muestras tratadas mostraron una evolución similar en su digestibilidad proteica, 
sufriendo una disminución de alrededor del 5-8% al final del almacenamiento (Figura 8.2.6). 
 
Figura 8.2.6. Evolución del porcentaje de digestibilidad en las bebidas de soja pasteurizadas 
durante el almacenamiento en refrigeración. 
 
 
* indican que no hay diferencias significativas (p<0.05). 
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     La soja tiene inhibidores de proteasas que pueden ser destruidos bajo altas presiones y 
temperaturas. Sin embargo, Poliseli-Scopel et al. (2012) reportaron que se mantenía una cierta 
actividad residual antitripsina en la bebida de soja tratada por PA, UHT y UHPH. La 
digestibilidad no sólo depende de la presencia de factores antinutritivos, sino que también 
está relacionada con la desnaturalización de las proteínas. A la vista de los resultados de la 
digestibilidad de las proteínas, se puede concluir que el UHPH no aporta una ventaja respecto 
al tratamiento térmico convencional. El hecho de que durante el almacenamiento la pérdida 
de digestibilidad fuera muy similar en todas las muestras, independientemente del 
tratamiento al que habían sido sometidos y la distinta actividad antitripsina remanente 
(señalada por Poliseli-Scopel et al., 2012) durante el almacenamiento, sugiere que la pérdida 
de digestibilidad durante el almacenamiento no es atribuible a los inhibidores de tripsina sino 
que probablemente a las formaciones de agregados proteicos menos digeribles, por ejemplo 
por reacción de Maillard. 
 
Figura 8.2.7. Evolución del porcentaje de digestibilidad en las bebidas de soja esterilizadas 
durante el almacenamiento a temperatura ambiente. 
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Lisina bloqueada durante el almacenamiento en refrigeración 
     Inicialmente no hubo diferencias en el porcentaje de lisina bloqueada entre las muestras 
PA, UHPH T1 y UHPH T2 en comparación con su producto base. Durante el almacenamiento en 
refrigeración, hubo un aumento en el porcentaje de lisina bloqueada en todas las muestras 
tanto las tratadas por PA como por UHPH, siendo mayor en las muestras PA que en las UHPH 
(Figura 8.2.8). Así, a los 21 días, la muestra PA alcanzó un 17% de lisina bloqueada, mientras 
que las UHPH T1 y UHPH T2 mostraron un 11% y 12%, respectivamente.  
 
Figura 8.2.8. Evolución del porcentaje de lisina bloqueada durante el almacenamiento en 
refrigeración en las muestras de soja pasteurizadas. 
  
 
Lisina bloqueada durante el almacenamiento a temperatura ambiente 
     En el caso de las bebidas esterilizadas, inicialmente no hubo diferencias significativas en el 
porcentaje de lisina bloqueada entre las muestras UHPH T3 y la UHT (p<0,05), y tampoco era 
diferente a las pasteurizadas y al producto base. En todos los casos el porcentaje de lisina 
bloqueada fue de alrededor del 5-7%, entre 30 y 54 mg/L de furosina (Figura 8.2.9). Por tanto, 
en el punto inicial no se observaron diferencias en cuanto a la lisina bloqueada en los niveles 
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indiferentemente del tratamiento aplicado. Durante el almacenamiento a temperatura 
ambiente, se produjo un aumento en el porcentaje de lisina bloqueada en ambos tipos de 
muestras, siendo del 7 al 13% en la bebida de soja UHPH T3 y del 6 al 10% en la bebida de soja 
UHT.  
 
Figura 8.2.9. Evolución del porcentaje de lisina bloqueada durante el almacenamiento a 
temperatura ambiente en las muestras de soja esterilizadas. 
 
  
     En todas las muestras, independientemente del tratamiento, hubo un aumento de la lisina 
bloqueada durante el almacenamiento, si bien con un perfil distinto. Así, en las muestras 
pasteurizadas por tratamiento térmico hubo un mayor incremento de lisina bloqueada que las 
muestras pasteurizadas por UHPH. Por el contrario, entre las muestras esterilizadas el 
incremento de lisina bloqueada fue mayor en las muestras esterilizadas por UHPH que por 
UHT. Comparativamente, se aprecia que hubo una mayor formación de lisina bloqueada a los 
21 días en la muestra pasteurizada térmicamente que en las muestras esterilizadas.  
     La lisina disponible de la bebida de soja se ve afectada no sólo por la cantidad de grupos 
amino libres de lisina sino también por la presencia de grupos carbonilo que pueden aparecer 
de diferente origen. De acuerdo con Davies et al., (1998) las agliconas son donadores de 
grupos carbonilos que podrían reaccionar con la lisina disponible y otros aminoácidos libres 
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presentes en la bebida de soja y formar compuestos involucrados en la pérdida de la calidad 
de la proteína. Las bebidas de soja pasteurizadas térmicamente, tal como se ha indicado 
anteriormente, mostraron una concentración de agliconas libres más elevada al final de 
almacenamiento en refrigeración que las muestras pasteurizadas por UHPH. Y esta podría ser 
la causa de que en esta muestra haya también más bloqueo de la lisina durante el 
almacenamiento. En el caso de las muestras esterilizadas no hubo diferencias en las agliconas 
en función del tratamiento, y por tanto, las diferencias en la disponibilidad de la lisina 
bloqueada a lo largo del almacenamiento no puede ser atribuido a estos compuestos.  
 
7.2.3. Aportaciones más relevantes  
 Hasta nuestro conocimiento, no existen datos sobre la estabilidad de los compuestos 
bioactivos y los cambios de la calidad proteica durante el almacenamiento en 
refrigeración y a temperatura ambiente de bebida de soja pasteurizada y esterilizada 
por UHPH. 
 Los fitoesteroles fueron los compuestos bioactivos más estables durante el 
almacenamiento en ambas bebidas de soja pasteurizadas y esterilizadas por UHPH. 
 Las isoflavonas fueron más estables en las bebidas de soja durante el almacenamiento a 
temperatura ambiente que durante el almacenamiento en refrigeración, mostrando una 
mayor formación de agliconas en este último, lo cual supone un efecto negativo desde 
un punto de vista sensorial.  
 Los tocoferoles se degradaron durante el almacenamiento en todas las muestras, siendo 
el % de degradación similar en cada tipo de muestra. 
 Las diferencias en el porcentaje de digestibilidad proteica en el punto inicial y final del 
almacenamiento se corresponden con las diferencias del porcentaje inducidas por el 
tratamiento. 
 La disponibidad de la lisina disminuyó en todas las muestras pasteurizadas y 
esterilizadas a lo largo del almacenamiento, siendo más pronunciado en las bebidas de 
soja pasteurizadas térmicamente.   
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
El contenido total de isoflavonas en el PB y en las bebidas de soja tratadas por UHPH y por pasteurización (PA)
(µg/g peso seco) se muestra en la figura 2. Se observa que ambas bebidas de soja tratadas por UHPH mostraron un
contenido total de isoflavonas superior al del PB y al PA (p<0.05), debido a una mayor eficacia en la liberación de
las isoflavonas al medio acuoso, pero no se observaron diferencias en el perfil de las formas químicas de las
isoflavonas inmediatamente después de los tratamientos (Tabla 1).
Sin embargo, durante el almacenamiento en refrigeración, el perfil de las formas químicas de las isoflavonas
cambió entre las muestras sometidas a diferentes tratamientos (Figura 3). Las UHPH mostraron una mayor
estabilidad en la conversión de las formas conjugadas de las isoflavonas a sus formas libres que las tratadas por
PA. Además, la UHPH T2 fue más estable a la interconversión de las isoflavonas que la UHPH T1. Al final del
almacenamiento, el contenido de agliconas fue casi el doble en las muestras tratadas por PA que las tratadas por
UHPH. Este aumento de agliconas en la bebida de soja puede suponer un efecto negativo en la calidad sensorial
puesto que estas formas libres producen retrogustos astringentes y amargos (Okubo et al., 1992).
a-c Los valores en la misma columna con diferentes letras fueron significativamente diferentes (p<0.05)
Abreviaciones: DI: daidzina; GLY: glicitina; GI: genistina; MDI: malonil-β-daidzina; MGLY: malonil-β-glicitina;
MGI: malonil-β-genistina; ADI: acetil- β-daidzina; AGLY: acetil- β-glicitina; AGI: acetil- β-genistina; DE:
daidzeína; GLE: gliciteína; GE: genisteína.
Figura 3. Evolución de las isoflavonas en las bebidas de soja tratadas
por PA, por UHPH T1 y UHPH T2 durante el almacenamiento en
refrigeración. Los análisis se realizaron por triplicado.
Tabla 1. Contenido de isoflavonas en el producto base y en las bebidas de soja tratadas por
pasteurización (PA) y UHPH (g/g peso seco). Los análisis se realizaron por triplicado.
Toro-Funes, N.; Bosch-Fusté, J.; Latorre-Moratalla, ML.; Veciana-Nogués, MT.; Vidal-Carou, MC.
Departament de Nutrició i Bromatologia, Campus de l’Alimentació Torribera, Universitat de Barcelona. 
Avda. Prat de la Riba 171, 08921 Santa Coloma de Gramenet, España. Email: mcvidal@ub.edu
MATERIAL Y MÉTODOS
Las muestras fueron elaboradas en la planta piloto de la Universidad Autónoma de
Barcelona (CERPTA) mediante el homogeneizador de alta presión (Modelo FPG11300,
Stansted Fluid Powder Ltd., Essex. UK). Se llevaron a cabo tres producciones diferentes.
Para cada producción, a partir del producto base (PB) se realizaron tres tratamientos: a)
200 MPa 55ºC (UHPH T1), b) 200 MPa 75ºC (UHPH T2) y c) pasteurización a 95ºC 30 s.
INTRODUCCIÓN
Las isoflavonas de la soja han recibido una gran atención en la última década debido a su potencial efecto
protector frente a numerosas enfermedades, como las cardiovasculares, osteoporosis o diversos tipos de cáncer
(Patisaul y Fejjerson, 2010). Las principales isoflavonas de la soja son la Genisteína, Daidzeína y Gliciteína, cada
una de las cuales puede estar presente en cuatro formas químicas (Figura 1). La producción de bebida de soja
implica diferentes tratamientos térmicos que pueden afectar tanto al contenido final como al perfil de isoflavonas
(Huang y col., 2006). Las isoflavonas están asociadas a las proteínas solubles mediante interacciones sensibles al
calor y la presión (Boye, 1996; Rickert et al., 2004). La ultra alta presión de homogeneización (UHPH) es una
tecnología emergente que puede ser una alternativa a la pasteurización (PA) convencional para la estabilización de
la bebida de soja. El efecto de esta tecnología se debe tanto a la ruptura de partículas y glóbulos grasos para la
obtención de una emulsión fina y estable como para la inactivación de microorganismos y enzimas.
El objetivo de este trabajo consiste en evaluar el efecto del tratamiento UHPH en comparación con un
tratamiento térmico convencional en la estabilidad de las isoflavonas inmediatamente después del tratamiento y
durante el almacenamiento en refrigeración a lo largo de su vida útil.
Bibliografía: Charron y col. (2005). J Agric Food Chem, 53(18), 7128-7135. Huang y col., (2006). J Sci Sci Agric, 86,1110-1114. Patisaul y Jefferson (2010). Frontiers in Neurobiology, 31, 400-419. Toro-Funes y col. (2012). Food Chem, 135(4), 2832-2838. Okubo y col (1992). Biosci Biotech Biochem, 56, 99-103.
Agradecimientos: Este trabajo ha sido subvencionado por el Ministerio de Educación y Ciencia a través del proyecto AGL2008-05430-C02-02
Figura 1: Estructura química de las principales isoflavonas: agliconas (a) y
sus conjugados β-glucosilados (b).
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Figura 2. Contenido total de isoflavonas en el
producto base (PB) y en las bebidas de soja
tratadas por PA y por UHPH.
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Efecto de la Ultra Alta Presión de Homogeneización sobre la estabilidad de las 
isoflavonas en la bebida de soja durante el almacenamiento en refrigeración
Las muestras se almacenaron de manera aséptica a 4 ºC durante 28 días, con
toma de muestra cada 7 días (t=0, 7, 14, 21 y 28).
Las isoflavonas se determinaron por cromatografía líquida de ultra alta
resolución y detección UV (UPLCTM) mediante el método descrito por Toro-
Funes y col. (2012).
CONCLUSIÓN
Los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento UHPH favorece la liberación de isoflavonas a partir de la materia prima. Durante el almacenamiento, las isoflavonas
se mantienen más estables en las bebidas de soja tratadas por UHPH que las tratadas por PA. Esto supone una ventaja ya que un exceso de agliconas disminuye la calidad
sensorial debido a la aparición de retrogustos astringentes y amargos.
DI GLY GI MDI MGLY MGI
PB 337.09  7.20a 54.89  0.28a 686.05  22.13a 295.75  7.52a 98.01  2.37a 747.12  16.12a
PA 327.08  12.52a 50.09  2.15a 645.04  5.09a 281.85  2.54a 91.17  0.03a 706.14  2.69a
UHPH T1 375.41 ± 25.11b 53.14 ± 1.93a 771.54 ± 45.83b 340.33 ± 22.10b 102.34 ± 5.95a 843.06 ± 47.96b
UHPH T2 381.57 ± 6.16b 49.97 ± 1.66a 785.21 ± 4.39b 349.65 ± 5.20b 104.19 ± 0.99a 875.46 ± 9.33b
ADI AGLY AGI DE GLE GE
PB 13.51  1.13a 5.29  0.28a 26.24  1.13a 50.31  4.49a 8.99  0.55a 93.41  4.29a
PA 11.31  0.03b 10.51  8.94a 22.56  1.24b 43.29  0.37b 9.15  0.40a 88.01  1.71a
UHPH T1 15.09 ± 0.74a 6.36 ± 0.26b 27.46 ± 0.01a 48.97 ± 2.57a 12.69 ± 0.33b 87.64 ± 2.59a
UHPH T2 14.71 ± 0.39a 6.87 ± 0.05b 26.56 ± 0.08a 49.42 ± 0.11a 12.56 ± 0.52b 89.42 ± 2.76a
β-Glucósidos Malonil-β-glucósidos
Acetil-β-glucósidos Agliconas
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9 
ESTIMACIÓN DE LA EXPOSICIÓN Y DEL RIESGO DE 
ALGUNOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DE LA SOJA  
En este capítulo se realiza una estimación de la exposición y del riesgo de las aminas 
biológicamente activas y de las isoflavonas en productos derivados de la soja. Las bebidas de soja 
son el producto derivado de la soja más consumido pero evidentemente no es el único. Por tanto, 
para hacer esta estimación de la exposición y del riesgo se han incorporado los derivados de la soja 
más populares: tofu, tempeh, miso, etc. En el primer apartado se exponen los contenidos de aminas 
biógenas en productos derivados de la soja comercializados y, a partir de estos datos, y asumiendo 
que las aminas biógenas pueden representar un riesgo para la salud, se realiza una primera 
aproximación a la estimación del riesgo que pueden representar estos compuestos en este tipo de 
alimentos. En el segundo apartado se realiza una estimación de la ingesta de isoflavonas a partir de 
los contenidos de estas sustancias en productos derivados de la soja de mayor consumo. El objetivo 
es comparar la ingesta de isoflavonas con las recomendaciones de ingesta para alcanzar los efectos 
beneficiosos que se le atribuyen, particularmente en mujeres menopáusicas y en pacientes 
hipercolesterolémicos. Por otra parte, a partir de los datos de contenidos de isoflavonas en fórmulas 
infantiles que contienen proteína de soja, se realiza una estimación del riesgo que puede significar el 
consumo de estos productos para lactantes.  
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9.1. Aminas biológicamente activas en productos derivados de 
la soja. Aproximación a la evaluación del riesgo de las aminas 
biógenas  
 
Artículo VIII. 
N. Toro-Funes, J. Bosch-Fusté, M. L. Latorre-Moratalla, M.T. Veciana-Nogues, M.C. Vidal-
Carou. Biologically active amines in soybean products from the Spanish market. Food 
Chemistry, Under revision. 
Índice de impacto (JCR 2012): 3.334 
Posición en área “Food and Science Technology”: 10/124 
 
Comunicación Oral. 
N. Toro-Funes, J. Bosch-Fusté, M. L. Latorre-Moratalla, M.T. Veciana-Nogues, M.C. Vidal-
Carou. Aminas biógenas en productos derivados de soja de mercado español. ”V Congreso 
Internacional de Autocontrol y Seguridad Alimentaria (KAUSAL)”. Barcelona (España). 17-19 
Octubre del 2012. 
http://www.kausal.cat/docs_CO/natalia_toro.pdf 
 
9.1.1. Planteamiento y objetivo del estudio 
     La presencia de elevadas cantidades de aminas biógenas en los alimentos, sobretodo de 
histamina (HI) y tiramina (TY), constituye un potencial problema de salud pública. En individuos 
sanos, las aminas biógenas de los alimentos ingeridos se metabolizan a conjugados inactivos 
por sistemas enzimáticos intestinales y hepáticos fundamentalmente. Las HI y TY dietéticas se 
metabolizan principalmente por la enzima monoamina oxidasa (MAO), la diamino oxidasa 
(DAO) y la histamina-N-metiltransferasa. Sin embargo, la ingestión de grandes cantidades de HI 
y TY pueden saturar estos sistemas enzimáticos y causar efectos adversos, incluyendo subidas 
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de la presión arterial y síntomas de alergia (histamina) (Jarisch, 2004; Maintz y Novak, 2007). 
Por otro lado, la intolerancia a la histamina está provocada por una baja actividad de la DAO, 
predisposición genética, enfermedades  inflamatorias intestinales, o medicación con 
inhibidores de DAO (DAOI). Los signos de la intolerancia a la histamina se podrían dar incluso 
después de la ingestión de pequeñas cantidades de HI toleradas por individuos sanos, ya que 
aparecen por acumulación de esta amina en plasma (Maintz y Novak, 2007).  
     La determinación del umbral de toxicidad de las aminas biógenas en los seres humanos es 
difícil. La dosis tóxica está fuertemente ligada a la eficiencia de los mecanismos de 
destoxificación de cada individuo y a la presencia de otros factores, tales como otras aminas, 
alcohol o ciertos medicamentos inhibidores de la MAO (IMAO) e inhibidores de la DAO (IDAO). 
A pesar de estas limitaciones, la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) publicó, en 
2011, un dictamen científico en el que realizó una evaluación cualitativa del riesgo de aminas 
biogénicas en alimentos fermentados, utilizando datos de contenido de aminas biógenas 
publicadas en la literatura científica, así como también de encuestas, informes y datos de 
consumo procedentes de la Unión Europea. En este dictamen se proponían unos niveles 
seguros de HI y TY por persona y por comida, y se reconocía que no hay datos suficientes para 
proponer niveles de ingesta segura de putrescina y cadaverina. Los límites de seguridad para la 
HI y TY propuestos son: 
Histamina:  
a) 50 mg para individuos sanos  
b) Por debajo de los límites detectables para las personas con intolerancia a la histamina 
(<0,1 mg/kg). 
Tiramina:  
a) 600 mg para los individuos sanos 
b) 50 mg para los individuos que tomen fármacos IMAO de tercera generación 
c) 6 mg para los individuos que tomen fármacos IMAO clásicos. 
 
     En este dictamen científico no se incluyeron los productos de soja porque, tal como se 
indica en el propio documento, es muy escasa la información acerca del contenido de aminas 
biógenas (EFSA, 2011), a pesar de reconocer que hay un aumento creciente del consumo de 
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estos productos. Por esta razón, el objetivo de este apartado consiste en aportar datos sobre 
la presencia de aminas biógenas en los productos derivados de soja comercializados. Y, a partir 
de estos datos, realizar una primera valoración del riesgo derivado de la presencia de HI y TY 
en este tipo de alimentos.  
 
9.1.2. Diseño experimental 
     Los productos derivados de soja seleccionados para este estudio fueron clasificados como 
fermentados: miso, tamari, salsa de soja, natto, tempeh, paté de soja y sufu, y no 
fermentados: tofu fresco, tofu duro, bebida de soja y brotes de soja. De cada tipo de producto 
se seleccionó una marca (cuando había más de una), y se estudiaron tres lotes de cada marca y 
se analizaron por duplicado. Todos ellos son comercializados en España. Para la evaluación del 
riesgo, se han considerado dos escenarios de cada producto de soja: a) considerando los 
valores medios de contenido de HI y TY y b) considerando los valores máximos de contenido 
de estas aminas. Debido a que no hay disponibilidad de datos de consumo de algunos 
productos derivados de la soja, se han tomado las raciones de sus productos homólogos 
tomados de la Tabla de Alimentos del CESNID (2005). 
     Los tamaños de las raciones de cada producto se obtuvieron a partir de la Tabla de 
Composición de Alimentos (CESNID, 2005). En el caso de los productos de soja que no estaban 
incluidos en la tabla de alimentos, se consideró la ración de su producto equivalente. Así, se 
tomaron 15 g como tamaño de ración del miso, tamari, salsa de soja y paté de soja (ración 
común como condimento), 30 g para el natto (ración común como guarnición), 50 g para los  
brotes de soja, 60 g para el sufu (ración común del queso madurado), 120 g para el tempeh, 
tofu fresco y tofu firme (utilizado como sustituto de los productos cárnicos) y 250 g para la 
bebida de soja (CESNID, 2005). 
 
9.1.3. Resultados y discusión 
Aminas biógenas en productos derivados de soja 
     Las aminas biógenas octopamina, dopamina y serotonina no se detectaron en ninguna 
muestra. Tampoco se detectaron en los productos no fermentados TY, HI, triptamina (TR) y 
feniletilamina (PHE), todas estas son también aminas escasas o ausentes en otros alimentos. 
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Las pequeñas cantidades de HI, PU y CA encontradas en estos productos se corresponderían a 
niveles naturales o fisiológicos, como también han indicado previamente Gloria et al. (2005) y 
Righetti et al. (2008) en bebida de soja, tofu y brotes de soja.  
     El contenido de aminas biógenas entre los productos fermentados fue muy variable 
estadísticamente, aunque solo se encontraron altos contenidos (>50 mg/Kg) en sufu, tamari y 
paté de soja (Figura 8.1.1; p<0,05). A su vez, también los diferentes lotes de un mismo 
producto mostraron diferencias en el contenido de aminas biógenas. En general, estas 
diferencias del contenido de aminas pueden ser explicadas por:  
1) la diferente proporción de soja como materia prima,  
2) las condiciones tecnológicas utilizadas,  
3) la duración de la fermentación específica de cada producto,  
4) la disponibilidad de los aminoácidos libres,  
5) los cultivos iniciadores añadidos,  
6) la presencia de microorganismos potenciales contaminantes con actividad 
aminogénica, y  
7) la actividad proteolítica bacteriana.  
     La TY fue la amina mayoritaria en los productos fermentados de soja, seguida de la HI, 
ambas presentes en elevadas cantidades en el sufu, tamari y paté de soja (Figura 9.1.1). 
Concretamente, un paté de soja presentaba valores de TY e HI de 157 mg/kg y 51 mg/kg, 
respectivamente, mientras que no se encontraron en los otros lotes. En el sufu se alcanzaron 
niveles de TY e HI de más de 1700 y 700 mg/kg, respectivamente. El sufu es un fermentado de 
soja que es producido en un ambiente abierto y almacenado a temperatura ambiente, donde 
podría haber algunos factores incontrolables que explicarían los altos contenidos de las aminas 
biógenas (Guan et al., 2013). De acuerdo con Guan et al. (2013), reducir al mínimo el 
contenido de aminas biógenas en el sufu aumentaría su aceptación en todo el mundo, 
especialmente en los países occidentales, en el que podría ser consumido por ejemplo como 
sustituto del queso o como una fuente alternativa de proteínas para los vegetarianos y 
veganos. 
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Figura 9.1.1. Contenido de aminas biógenas (mg/kg) en productos fermentados de soja. El 
contenido de aminas biógenas en el sufu se muestra es una escala secundaria. 
  
 
Evaluación del riesgo de la histamina y tiramina 
     Los resultados de la evaluación de la exposición de HI de productos de soja fermentados 
(Tabla 9.1.1) muestran que, en todos los casos, la cantidad de HI estimada por ración se 
encuentra por debajo de los 50 mg propuestos para la población sana. Sin embargo, menos de 
dos porciones de sufu serían suficientes para superar el nivel de seguridad teniendo en cuenta 
el contenido medio de HI. En el resto de los productos de soja, este nivel de 50 mg de HI 
solamente se alcanzaría con consumos totalmente inusuales. Hay que destacar, no obstante, 
que el consumo de cualquiera de estos productos fermentados de soja podría causar efectos 
adversos en las personas intolerantes a la histamina. 
     En definitiva, de todos los productos estudiados de soja el que aporta mayores niveles de HI 
por ración es el sufu y es, por tanto, al que debe prestarse una mayor atención cuando deba 
seguirse una dieta baja en HI. Cabe recordar que los productos de soja no son las únicas 
fuentes que aportan HI.  
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Tabla 9.1.1. Contenido medio y máximo de histamina (mg) por ración de producto fermentado 
de soja y consumo necesario para alcanzar el límite seleccionado por la EFSA. 
 
* ración de consumo estimado 
** Se refiere a la ingesta de HI por ración considerando los valores medios y máximos de esta 
amina en los productos de soja. 
 
 
     En cuanto a la evaluación de la exposición de TY, los resultados también muestran que la TY 
estimada por porción se encuentra muy lejos de los 600 mg propuestos como seguros para la 
población sana (Tabla 9.1.2). Para alcanzar los 50 mg de TY marcados con límite de seguridad 
para pacientes que toman IMAOs de tercera generación, sería necesario consumir 42 g de sufu 
(menos de una ración), tomando el valor medio de TY. Sin embargo, se podría llegar fácilmente 
a la dosis de 6 mg de TY para individuos bajo tratamiento con IMAOs clásicos mediante el 
consumo de una décima parte de una porción normal de sufu o incluso con una vigésima parte 
de una ración de sufu con el mayor contenido de TY (1740 mg/kg).  
 
 
 
Miso ≈ 15 kg
(15g)* ≈ 11 kg
Soy sauce ≈ 83 kg
(15 g)* ≈ 50 kg
Tamari ≈ 1 kg
(15 g)* ≈ 850 g
Soy paste ≈ 3000 kg
(15 g)* ≈ 1 kg
Sufu ≈ 100 g
(60 g)* ≈ 67 g
0,01 / 0,02
0,73 / 0,83
0,26 / 0,78
26,88 / 44,29
mg HI por ración **  
(medio/máximo)
Consumo necesario para alcanzar 
el límite de seguridad
0,05 / 0,07
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Tabla 9.1.2. Contenido de TY (mg) por ración de cada producto fermentado de soja y consumo 
necesario para alcanzar los valores establecidos por la EFSA. 
 
* en el caso del sufu se indica la ingesta de TY por ración considerando los valores medios y 
máximos de esta amina 
a) Límite de seguridad para la población sana 
b) Límite de seguridad para pacientes bajo tratamientos con IMAO de tercera generación 
c) Límite de seguridad para pacientes bajo tratamientos con IMAO clásicos. 
 
 
 
9.1.4. Aportaciones más relevantes  
 Algunos productos fermentados de soja, como el sufu, el tamari o el paté de soja, 
contienen un alto contenido de aminas biógenas, especialmente de histamina y 
tiramina.  
 Desde el punto de vista de la evaluación del riesgo, teniendo en cuenta la ración de 
consumo habitual, solo la ingesta de sufu puede suponer un riesgo de la aparición de 
efectos adversos de estas aminas, especialmente cuando hay un tratamiento con 
fármacos que inhiben la DAO y la MAO. 
 
600 mga 50 mgb 6 mgc
Salsa soja
(15 g)
Tempeh
(200 g)
Tamari ≈ 95 g
(15 g) 6 raciones
Paté ≈ 40 g
(15 g) > 2 raciones
Sufu* ≈ 500 g ≈ 40 g ≈ 5 g
(60 g) ≈ 350 g ≈ 30 g ≈ 3 g
Consumo necesario para alcanzar 
71,5 / 103,81
≈ 4700 g
0,95 ≈ 10 kg ≈ 800 g
mg TY / ración
0,72 ≈ 58 kg ≈ 4,6 kg ≈ 560 g
2,35 ≈ 4 kg ≈ 320 g
0,02 ≈ 450 kg ≈ 40 kg
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Artículo VIII. 
N. Toro-Funes, J. Bosch-Fusté, M. L. Latorre-Moratalla, M.T. Veciana-Nogues, M.C. Vidal-
Carou. Biologically active amines in soybean products from the Spanish market. Food 
Chemistry, Under revision. 
Índice de impacto (JCR 2012): 3.334 
Posición en área “Food and Science Technology”: 10/124 
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N. Toro-Funes, J. Bosch-Fusté, M. L. Latorre-Moratalla, M.T. Veciana-Nogues, M.C. Vidal-Carou 
(2014). Aminas biógenas en productos derivados de soja de mercado español. “V Congreso 
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9.2. Isoflavonas en productos derivados de la soja. 
Aproximación a la evaluación de la exposición en adultos y del 
riesgo en lactantes.  
 
Artículo IX. 
N. Toro-Funes, M. L. Latorre-Moratalla, J. Bosch-Fusté, M.T. Veciana-Nogues, M.C. Vidal-
Carou. Isoflavones in commercial soybean-based products. Approaches to the intake 
assessment in adults and to the risk assessment in infants. En preparación. 
 
Comunicación escrita II. 
N. Toro-Funes, M.T. Veciana-Nogues, J. Bosch-Fusté, O. Comas-Basté, M.C. Vidal-Carou (2014). 
Estimación del riesgo asociado al consumo de fórmulas infantiles a base de soja por lactantes 
de 0 a 6 meses. ”XIV Congreso de la Sociedad Española de Nutrición (SEN)”. Zaragoza, 
(España). 27-29 Septiembre del 2012. 
 
9.2.1. Planteamiento y objetivo del estudio 
    La efecto beneficioso de las isoflavonas, conocidas como fitoestrógenos, reside en el alivio 
de los síntomas menopáusicos vasomotores, y en la prevención de la pérdida de la densidad 
mineral ósea en mujeres menopáusicas y en la protección frente a enfermedades 
cardiovasculares (Borrelli y Herst, 2010; Lagari y Levis, 2013; Patisaul y Jefferson, 2010). En 
este sentido, muchas mujeres premenopáusicas o menopáusicas y pacientes 
hipercolesterolémicos se han convertido en grandes consumidores de estos compuestos 
bioactivos, ya sea en complementos alimenticios o en alimentos derivados de la soja. Por el 
contrario, existen datos que indican que el consumo de isoflavonas en lactantes puede tener 
efectos endocrinos significativos negativos, en particular consecuencias en la salud 
reproductiva (Jefferson et al., 2012). El Programa del Centro Nacional de Toxicología para la 
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Evaluación de Riesgos para la Reproducción Humana (National Toxicology Program Center for 
the Evaluation of Risks to Human Reproduction (NTP-CERHR)) publicó un informe revisando la 
información actualizada sobre la toxicidad de las fórmulas infantiles a base de soja, 
concluyendo que, aunque no hay ensayos clínicos suficientes en humanos, los datos 
experimentales obtenidos con animales se pueden utilizar para evaluar el riesgo potencial de 
la genisteína en los humanos.  
     El consumo de productos derivados de la soja en la dieta europea no es tan significativo 
como en los países asiáticos. Sin embargo, hay poblaciones especiales, como los vegetarianos, 
mujeres premenopáusicas o menopáusicas, personas intolerantes a la lactosa o alérgicos a las 
proteínas de la leche, que tienen un elevado consumo de productos derivados de la soja. Estos 
últimos también incluyen lactantes con disfunciones fisiológicas, como alergias a la proteína de 
la leche, intolerancia a la lactosa o galactosemia. Hoy en día, existe una escasa disponibilidad 
de datos sobre el consumo de isoflavonas en países europeos, aunque su consumo es 
creciente. El objetivo de este apartado es determinar el contenido de isoflavonas en una 
amplia variedad de productos de soja disponibles en el mercado español y realizar una primera 
estimación de su ingesta en la población en general, así como  una estimación del riesgo en los 
lactantes alimentados con fórmulas infantiles a base de soja.  
 
 9.2.2. Diseño experimental 
     Los productos derivados de la soja analizados incluyen: miso, tamari, salsa de soja, "yogurt", 
natto, tempeh, paté de soja, sufu, edamame, tofu fresco, tofu firme, bebida de soja y brotes 
de soja. Se adquirieron 3 lotes del mismo producto de los diferentes tipos derivados de la soja 
en de supermercados locales. Además, se obtuvieron seis fórmulas infantiles a base de soja de 
diferentes marcas disponibles de farmacias españolas (SFI de 1 a 6). Se estudiaron y analizaron 
por triplicado tres lotes de cada marca.  
     Los tamaños de las raciones de cada producto se obtuvieron a partir de la Tabla de 
Composición de Alimentos (CESNID, 2005). En el caso de los productos de soja que no estaban 
incluidos en la tabla de alimentos, se consideró la ración de su producto equivalente. Así, se 
tomaron 15 g como tamaño de ración del miso, tamari, salsa de soja y paté de soja (ración 
común como condimento), 30 g para el natto (ración común como guarnición), 50 g para los  
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brotes de soja, 60 g para el sufu (ración común del queso madurado), 80 g para el edamame 
(ración común para las legumbres), 120 g para el tempeh, tofu fresco y tofu firme (utilizado 
como sustituto de los productos cárnicos), 250 g para el yogurt de soja y 250 g para la bebida 
de soja (CESNID, 2005). 
 
9.2.3. Resultados y discusión 
Isoflavonas en productos derivados de la soja 
     El contenido medio de isoflavonas (mg/kg) en los productos derivados de la soja se muestra 
en la Figura 9.2.1. Este contenido varió de 35 a 4692 mg/kg entre los diferentes productos. 
Además, se observaron diferencias significativas entre los lotes de algunas muestras, como el 
natto, tempeh, miso, tofu fresco o paté de soja (p<0,05).  
 
Figura 9.2.1. Contenido de isoflavonas (mg/Kg) en los productos derivados de la soja. 
 
En general, el contenido de isoflavonas en los productos derivados de la soja depende de: 
1) Los "factores intrínsecos" de la semilla de soja, tales como la procedencia geográfica, las 
condiciones agrícolas (variedad y cultivo) y estado de madurez de las semillas (Hutabarat et al, 
2001; Wang y Murphy, 1994; Lee et al., 2007);  
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2) la proporción de soja utilizada como ingrediente;  
3) los procesos tecnológicos utilizados para su elaboración, ya que se sabe que el remojo, el 
tratamiento térmico, la coagulación y/o la fermentación que puede disminuir el contenido de 
isoflavonas (Wang y Murphy, 1996).  
     El producto que aporta el mayor contenido de isoflavonas fue el paté de soja, 
probablemente debido a la elevada proporción de soja y las suaves condiciones tecnológicas 
para su elaboración. Otros productos de soja, el miso, natto, tofu fresco y tofu firme también 
mostraron un alto contenido de isoflavonas. Por el contrario, la salsa de soja y el tamari (una 
salsa de soja con período de fermentación más largo) mostraron los contenidos más bajos de 
isoflavonas. La baja proporción de la materia prima en estas muestras líquidas, junto con otros 
ingredientes en su formulación, como el trigo, explican el bajo contenido de isoflavonas en 
comparación con los otros productos de soja analizados. 
     El perfil de isoflavonas (mg/kg) en productos derivados de soja se muestra en la Tabla 9.2.1. 
Las reacciones químicas y enzimáticas que se producen durante el procesamiento de la soja 
(cocción, remojo, coagulación y/o fermentación) pueden interconvertir las formas nativas 
presentes en la semilla (malonil- β-glucósidos y, en mucha menor medida β-glucósidos), por 
hidrólisis del éster o β-glucósido (hemicetal) en agliconas o acetil-β-glucósidos (Wang y 
Murphy, 1996; Otieno et al., 2005). En este sentido, la edamame, una semilla de soja inmadura 
blanqueada con vapor o agua, mostró una alta proporción de malonil-β-glucósidos. Los 
acetilglucósidos no se detectaron en ninguna muestra o se detectaron en niveles muy bajos. 
Los acetil- β-glucósidos solo se forman en cantidades elevadas durante el tostado de harina de 
soja o la extrusión para producir la proteína de soja texturada, comúnmente utilizada como 
ingrediente (Coward, et al., 1998).  
     Los productos fermentados de soja, salsa de soja, tamari, sufu y tempeh, mostraron 
proporciones más altas de agliconas y β-glucósidos. Villares et al. (2011) reportaron también 
una alta proporción de agliconas en productos fermentados de soja y también informaron que 
esta concentración puede variar durante la fermentación dependiendo de la diferente 
actividad β-glucosidásicade cada tipo de cepa microbiana. Sin embargo, la fermentación y la 
potencial actividad de las β-glucosidasas no son los únicos factores en que condicionan la 
interconcersión de las isoflavonas a agliconas. Así, otros productos de soja fermentados, miso, 
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natto y yogurt de soja presentaron los β-glucósidos como la forma química mayoritaria. Para 
explicar estas diferencias se pueden formular dos hipótesis que habría que comprobar en el 
futuro: a) la baja presencia de agliconas en algunos productos fermentados derivados de la 
soja indicaría que esta actividad β-glucosidásica no es inherente a todos los organismos 
fermentativos, y b) la formación de agliconas por actividad β-glucosidásica en los productos 
fermentados de la soja puede ser resultado de la suma de la actividad enzimática de la flora 
fermentativa y una posible flora contaminante.  
 
Tabla 9.2.1. Contenido de isoflavonas (mg/kg) en los productos derivados de la soja. 
 
 
     Los productos no fermentados, bebida de soja y tofu firme, también presentaron como 
mayoritarios, los β-glucósidos. En estos productos el remojo y el tratamiento térmico 
hidrolizan los conjugados maloniles produciendo la conversión a los β-glucósidos (Vacek, et al., 
2008). Sorprendentemente en el paté de soja fermentado y el tofu fresco pasteurizado las 
formas mayoritarias fueron los malonil-β-glucósidos, sugiriendo que las condiciones 
tecnológicas de elaboración utilizadas para obtener estos productos fueron más suaves que las 
condiciones aplicadas a otros alimentos de soja comerciales. 
Agliconas β-glucósidos Acetil-β-glucósidos Malonil-β-glucósidos
Paté de soja 614.72 ± 48.72 1689.49 ± 270.01 27.67 ± 4.48 2365.73 ± 260.14
Salsa de soja 25.36 ± 3.98 30.70 ± 4.14 nd 1.75 ± 0.73
Tamari 20.69 ± 6.80 14.69 ± 2.29 nd nd
Yoghourt 1.96 ± 0.08 98.83 ± 7.71 0.74 ± 0.18 28.44 ± 3.76
Sufu 59.82 ± 16.61 18.64 ± 6.48 2.09 ± 3.62 24.62 ± 13.65
Miso 288.47 ± 27.58 633.59 ± 130.32 11.72 ± 0.86 71.59 ± 0.75
Natto 115.98 ± 7.76 1980.36 ± 465.12 13.06 ± 11.08 4.15 ± 2.06
Tempeh 234.94 ± 100.38 48.67 ± 23.29 1.87 ± 0.86 19.35 ± 8.09
Edamame nd 48.12 ± 10.58 4.83 ± 0.57 45.57 ± 9.24
Tofu fresco 42.46 ± 5.63 398.26 ± 59.34 3.28 ± 0.29 601.75 ± 165.34
Tofu firme 50.62 ± 10.07 898.19 ± 170.05 9.45 ± 6.51 147.70 ± 45.29
Bebida de soja 21.79 ± 6.55 243.11 ± 13.29 4.26 ± 1.63 15.70 ± 11.42
Brotes de soja 38.00 ± 33.43 200.76 ± 77.16 6.25 ± 10.82 21.90 ± 17.30
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     No se dispone de datos reales de consumo de productos derivados de la soja, la estimación 
de la ingesta de isoflavonas solamente se puede realizar a partir de la información de las 
raciones de estos productos. Así, la Tabla 9.2.2 muestra el resumen de los niveles de 
isoflavonas por ración, considerando tres valores (medio, máximo y mínimo) de contenido de 
isoflavonas por cada tipo de producto.  
 
Tabla 9.2.2. Contenido de isoflavonas (mg) por ración de los productos derivados de la soja. 
 
 
Tal como se observa, las fuentes más elevadas de isoflavonas fueron ambos tipos de tofu, el 
fresco y el firme. Otros productos también proporcionaron un alto contenido de isoflavonas, 
como una ración habitual de bebida de soja, paté de soja, natto y tempeh. De hecho, la bebida 
de soja, a pesar de no ser la fuente más elevada de isoflavonas, contribuye notablemente a la 
ingesta por su frecuencia de consumo. Teniendo en cuenta que la salsa de soja y el tamari se 
consumen en cantidades muy bajas, su contribución a la ingesta de isoflavonas resulta 
insignificante. Genovese et al. (2002) también concluyeron la baja contribución de las salsas de 
soja al aporte isoflavonas. 
Tofu Firme 120 132.7 142.8 112.8
Tofu Fresco 120 125.5 140.4 108.9
Bebida de soja 250 71.2 77.5 63.1
Paté de soja 15 63.4 79.5 62.2
Natto 30 63.4 77.7 48.7
Tempeh 120 36.6 41.2 18.9
Yogurt de soja 250 32.4 30.0 37.0
Miso 15 15.1 17.4 13.4
Brotes de soja 50 13.3 14.4 11.5
Edamame 80 7.9 9.0 6.0
Sufu 60 5.3 6.9 3.7
Salsa de soja 15 0.9 0.9 0.8
Tamari 15 0.5 0.6 0.4
Tamaño ración (g) Media (mg) Máximo(mg) Mínimo (mg)
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Dado que no se disponen datos reales europeos de consumo de productos derivados de la 
soja, para la estimación de la ingesta de isoflavonas por la población adulta se ha calculado el 
aporte de estas sustancias derivado de tres diferentes escenarios: 
a) Un intolerante a la lactosa que incluye productos derivados de la soja como 
sustitutivos de lácteos  
b) Vegetariano con un consumo moderado de soja 
c) Vegetariano con un consumo elevado de soja 
Se han buscado referencias fiables de recomendaciones diarias del consumo de soja. La 
Asociación Americana de Dietética (ADA) ha recomendado el consumo de soja junto con otras 
legumbres en la pirámide alimentario para la población vegetariana, en base a las Guías y 
Políticas de Orientación Alimentaria para Población Americana (Dietary Guidelines for 
Americans, USDA, 2010). El Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) publicó, 
en 2010, unas guías de recomendaciones alimentarias para la población americana en las que 
incluye las adaptaciones para la población vegetariana, tanto para la ovolácteovegetariana 
como para la vegana. A efectos del cálculo se han tomado las raciones recomendadas en estas 
guías alimentarias. En estas guías los derivados de soja se incluyen dentro del grupo de los 
alimentos proteicos, y además en el grupo de los lácteos para la población vegana. Estas 
recomendaciones de consumo, en general, son de tres o cuatro raciones al día tanto para la 
población ovolácteovegetariana como para la vegana, en diferentes combinaciones de 
productos del de los lácteos y de los alimentos proteicos para los veganos.  
Cabe señalar que en estas guías se incluyen como subgrupo dentro del grupo de los 
alimentos proteicos los productos de soja como la bebida de soja, el tofu, el yogurt de tofu y 
análogos cárnicos. En base a estas consideraciones, en la Tabla 9.2.3 se muestra la exposición 
diaria de isoflavonas en los tres escenarios propuestos. Se observa que los intolerantes a la 
lactosa están expuestos a niveles de isoflavonas más elevados que los vegetarianos.  
La dosis de ingesta de isoflavonas necesaria para alcanzar los efectos fisiológicos 
previamente mencionados en el ser humano se ha sugerido que es de 30 a 50 mg/día (Lye, et 
al., 2009). Actualmente se encuentran disponibles en el mercado europeo muchos preparados 
comerciales a base de isoflavonas de soja para las mujeres premenopáusicas o menopáusicas 
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como suplementos alimenticios y preparados fitoterapéuticos, con una dosis recomendada de 
40-80 mg/día. De acuerdo con la estimación de la ingesta de isoflavonas realizada en los tres 
escenarios señalados, alcanzan ampliamente estos niveles mencionados.   
 
Tabla 9.2.3. Exposición diaria de isoflavonas en intolerantes a la lactosa, vegetarianos de 
consumo de soja moderado y de consumo de soja elevado. 
 
* En la población en general, se recomienda el consumo de 3 raciones diarias de lácteos.  
** Número y tamaño de las raciones según las recomendaciones de la USDA. 
*** La ingesta diaria se ha calculado según las combinaciones posibles del número de raciones. 
 
Además, una o dos porciones de casi todos los productos derivados de soja serían 
suficientes para alcanzar estos niveles saludables de isoflavonas. En concreto, una ración de 
paté de soja, natto, tempeh, yoghourt, tofu fresco, tofu firme y bebida de soja proporciona 
estos niveles de isoflavonas saludables. Estos resultados muestran que un consumo habitual 
de estos productos de soja comerciales alcanzan los niveles saludables de isoflavonas 
recomendados para las mujeres premenopáusicas y menopáusicas y pacientes 
hipercolesterolémicos.  
No existen datos disponibles de toxicidad derivado del consumo de estos compuestos para 
la población en general, ni tampoco de que un consumo muy elevado de isoflavonas del 
señalado para conseguir los efectos beneficiosos (30-50 mg/día) tenga efectos beneficiosos 
adicionales. 
 
 
Intolerantes a la lactosa          
(3 raciones/día)*
Vegetarianos consumo de soja 
moderado (1 ración/día)**
Vegetarianos consumo de soja 
elevado (2 ración/día)**
Bebida de soja 71 mg 71 mg 71 mg
Tofu fresco 126 mg 126 mg 126 mg
Tofu Firme 133 mg 133 mg 133 mg
Yoghourt de soja 32 mg 32 mg 32 mg
Tempeh 37 mg 37 mg
Ingesta diaria*** 229 -330 mg isoflavonas/día 32 -133 mg isoflavonas/día 64 -266 mg isoflavonas/día
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Isoflavonas en fórmulas infantiles 
    El contenido de isoflavonas (mg/kg) en fórmulas infantiles a base de soja mostró valores 
entre 317 y 395 mg/kg, dependiendo de la marca (Tabla 9.2.4). Pese a que no hay diferencias 
entre productos, sí que se han observado en el contenido de isoflavonas entre los lotes de un 
mismo producto (p<0.05).  
Como las muestras mostraron un contenido de proteína similar (12-14%), las diferentes 
semillas de soja utilizadas en su elaboración podrían explicar esta variabilidad. Los resultados 
están en consonancia con los datos de isoflavonas en fórmulas infantiles a base de soja 
comerciales publicados anteriormente en la literatura, con valores máximos de 200 hasta 430 
mg/kg (Murphy et al, 1997, Setchell et al, 1997; Knight et al, 1998; Irvine et al, 1998; Genovese 
y Lajolo, 2002; Morandi, et al., 2004; Fonseca et al, 2014). 
 
Tabla 9.2.4. Contenido de isoflavonas (mg/kg) en las fórmulas infantiles a base de soja. 
 
 
     La distribución de las formas químicas de isoflavonas no varió significativamente entre las 
muestras analizados, siendo los β-glucósidos los predominantes con más de un 75% de 
isoflavonas totales, seguido por los malonil-β-glucósidos y las agliconas (Tabla 9.2.4). Estos 
resultados están en consonancia con los reportados por Setchell et al. (1997), quienes 
observaron que los β-glucósidos eran las formas químicas más abundantes, ya que se forman 
como consecuencia de la degradación térmica de los malonil-β-glucósidos en la producción de 
las fórmulas infantiles a base de soja (Wang y Murphy, 1996). Los acetil-β-glucósidos se 
Agliconas β-glucósidos Acetil-β-glucósidos Malonil-β-glucósidos Total
SFI 1 43.07 ± 24.45 286.08 ± 49.21 6.68 ± 1.86 18.13 ± 6.60 353.96 ± 48.53
SFI 2 35.85 ± 12.15 326.06 ± 47.09 5.51 ± 5.27 27.70 ± 22.47 395.12 ± 62.18
SFI 3 42.72 ±24.27 284.46 ± 79.05 5.46 ± 1.88 25.32 ± 11.13 334.45 ± 89.27
SFI 4 19.20 ± 2.24 264.08 ± 39.72 5.56 ± 2.68 28.63 ± 16.09 317.47 ± 25.77
SFI 5 21.62 ± 3.89 289.18 ± 46.88 6.03 ± 0.88 22.74 ± 12.41 339.57 ± 33.77
SFI 6 23.05 ± 7.06 302.05 ± 14.26 3.68 ± 2.44 17.17 ± 3.00 345.96 ± 26.47
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detectaron en niveles bajos en las muestras analizadas. Estos compuestos no son las formas 
naturalmente presentes en la semilla de soja y su formación es debida a tratamientos intensos 
de calor exceso. En definitiva, a la vista del perfil similar de las formas químicas de las 
isoflavonas entre las fórmulas infantiles cabe extrapolar que los tratamientos realizados para 
su obtención fuera de intensidad similar.  
 
En los últimos años, se ha incrementado la preocupación por el posible riesgo relacionado 
con las isoflavonas en las fórmulas infantiles a base de soja (Bernbaum et al., 2008; Boucher et 
al., 2008). El panel de expertos de NTP-CERHR (National Toxicology Program – Center for the 
Evaluation of Risks to Human Reproduction) concluye que los datos experimentales obtenidos 
con animales se pueden utilizar para evaluar el riesgo potencial de la genisteína en los 
humanos. Este panel de expertos ha establecido en roedores un LOAEL (lowest observed 
adverse effect level) de 35 mg de genisteína/kg peso corporal/día para los machos y de 44 
mg/kg peso corporal/día para las hembras. Por ello, determina que existe riesgo de padecer 
efectos adversos en neonatos e infantes que toman fórmulas infantiles de soja cuando la 
cantidad consumida de la aglicona se encuentre superior a los márgenes de 0,01-0,08 
mg/Kg/día.  
     Por tanto, la estimación de la ingesta de isoflavonas a través del consumo de fórmulas 
infantiles a base de soja se ha realizado considerando el contenido total de isoflavonas, la 
cantidad de genisteína y la cantidad total de Ge (suma de la aglicona, el β-glucósido y los 
conjugados acetil- y malonil-β-glucósido). Se ha tomado también la suma de todas las formas 
químicas de la genisteína debido a que sus formas conjugadas sufren una hidrólisis intestinal 
previa a la absorción. La Tabla 9.2.5 muestra el consumo de isoflavonas en base a los tres 
niveles de isoflavonas y a los datos de consumo según lo especificado en la etiqueta en función 
de los pesos corporales de los infantes.  
La ingesta media diaria del total de isoflavonas por kg de peso corporal al día fue de 8,3 mg, 
con un nivel máximo de exposición de estos compuestos de 12,6 mg. El valor medio de ingesta 
estimada de isoflavonas totales con las fórmulas analizadas fue veinte veces superior a la 
ingesta diaria estimada por la población adulta japonesa (0,4 mg/kg de peso corporal/día) 
(Nakamura, et al., 2000). En la literatura, se han referenciado previamente consumos de 
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isoflavonas totales de 1,6 a 14,1 mg/kg de peso corporal/día (Irvine et al, 1998; Setchell et al, 
1997; Genovese y Lajolo, 2002; McCarver et al, 2011).  
 
Tabla 9.2.5. Ingesta estimada diaria (mg/ kg de peso corporal/día) de isoflavonas totales (1), de 
genisteína (2) y de genisteína total (3) en lactantes alimentados con fórmulas infantiles a base 
de soja.  
 
 
En cuanto a la ingesta de genisteína, los resultados indican que los lactantes se exponen a 
ingestas de la aglicona de manera individual de hasta 7 veces superior al margen establecido 
por el panel de expertos (de 0,17 a 0,58 mg/Kg/día). Además, suponiendo una hidrólisis 
intestinal del 100% de los conjugados de las isoflavonas y la máxima absorción del total de la 
genisteína, los lactantes estarían expuestos a una cantidad de genisteína entre 30 a 75 veces 
superior al margen establecido (de 2,35 a 6,05 mg/kg/día). A la vista de los resultados de 
consumo de isoflavonas por los lactantes, se concluye que efectivamente existe un riesgo 
SFI 1 SFI 2 SFI 3 SFI 4 SFI 5 SFI 6
g/día 
producto
- 60.2 68.8 84.6 - 81.0
1 - 8.83 8.87 10.53 - 9.80
2 - 0.47 0.56 0.32 - 0.27
3 - 4.22 4.31 5.04 - 4.92
g/día 
producto
54 86.0 90.3 126.9 101.2 108.0
1 5.08 9.46 8.73 11.85 9.50 9.80
2 0.48 0.50 0.55 0.36 0.32 0.17
3 2.65 4.52 4.25 6.05 4.25 4.92
g/día 
producto
81 107.5 107.5 169.2 117.0 135.0
1 6.09 9.46 8.31 12.64 8.78 9.80
2 0.58 0.50 0.53 0.39 0.29 0.27
3 3.18 4.52 4.04 6.05 4.25 4.92
g/día 
producto
90 129.0 129.0 164.5 112.5 135.0
1 5.21 8.73 7.67 9.45 6.49 7.54
2 0.49 0.46 0.49 0.29 0.22 0.20
3 2.72 4.17 3.73 4.53 3.14 3.79
g/día 
producto
90 103.2 137.6 188.0 108.0 157.5
1 4.51 6.05 7.09 9.36 5.40 7.62
2 0.43 0.32 0.45 0.29 0.18 0.21
3 2.35 2.89 3.45 4.48 2.62 3.83
2-3 meses (≈ 5 kg)
0-2 semanas (≈ 3 kg)
2-8 semanas (≈ 4 kg)
3-6 meses (≈ 6.5 kg)
>6 meses (≈ 7.5 kg)
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potencial de sufrir efectos adversos derivados del consumo de fórmulas infantiles a base de 
soja de manera exclusivo.  
 
9.2.4. Aportaciones más relevantes  
 El contenido total y el perfil de las formas químicas de las isoflavonas en los productos 
derivados de la soja es muy diferente en función del tipo de producto. En los productos 
fermentados abundan las agliconas, mientras que en los productos no fermentados -
glucósidos. 
 Los productos derivados de la soja comerciales aportan cantidades elevadas de 
isoflavonas, que superan en muchos casos los niveles sugeridos para lograr los efectos 
beneficiosos que se le atribuyen. 
 Una dieta que incluya una o dos raciones de productos derivados de la soja aportan 
contenidos de isoflavonas similares o más altos que los complementos alimenticos y 
preparaciones fitoterapéuticas.  
 El consumo de isoflavonas por los lactantes alimentados con fórmulas infantiles a base 
de soja son mucho más elevadas que la población adulta.  
 Teniendo en cuenta el nivel de seguridad establecida por el Panel de Expertos (NTP-
CERHR) para neonatos e infantes que toman fórmulas infantiles a base de soja, existe un 
riesgo potencial para los lactantes de sufrir efectos adversos derivado del consumo de 
isoflavonas.  
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Artículo IX. 
N. Toro-Funes, M. L. Latorre-Moratalla, J. Bosch-Fusté, M.T. Veciana-Nogues, M.C. Vidal-
Carou. Isoflavones in commercial soybean-based products. Approaches to the intake 
assessment in adults and to the risk assessment in infants. En preparación. 
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Comunicación escrita II. 
N. Toro-Funes, M.T. Veciana-Nogues, J. Bosch-Fusté, O. Comas-Basté, M.C. Vidal-Carou (2014). 
Estimación del riesgo asociado al consumo de fórmulas infantiles a base de soja por lactantes 
de 0 a 6 meses. ”XIV Congreso de la Sociedad Española de Nutrición (SEN)”. Zaragoza, 
(España). 27-29 Septiembre del 2012. 
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10 
ALGUNOS EFECTOS BIOLÓGICOS DE LAS 
POLIAMINAS E ISOFLAVONAS 
 
 
 
Este capítulo recoge dos apartados que estudian alguno de los efectos biológicos de las 
poliaminas y de las isoflavonas. El primer apartado evalúa por métodos in vitro la capacidad 
antioxidante de las poliaminas, compuestos naturales con un papel reconocido como 
antioxidantes frente al estrés oxidativo celular. En el segundo apartado, como resultado de 
una estancia en el grupo de investigación de Nutrición Molecular de la Universidad de Reading 
(UK) para el aprendizaje del manejo de cultivos celulares, se estudia el metabolismo 
intracelular de las isoflavonas en las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), 
usando hepatocitos HepG2 y células Caco-2 en monocapa como controles positivos. 
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10.1. Evaluación de la capacidad antioxidante de las poliaminas 
por métodos “in vitro”. 
 
Artículo X. 
N. Toro-Funes, J. Bosch-Fusté, M.T. Veciana-Nogues, M. Izquierdo-Pulido, M.C. Vidal-Carou. In 
vitro antioxidant activity of dietary polyamines. Food Research International, 51, 141-147. 
Índice de impacto (JCR 2012): 3.003 
Posición en area “Food and Science Technology”: 13/124 
 
Comunicación escrita III. 
M.T. Veciana-Nogues, M. Teruelo de Luis, N. Toro-Funes, M.C. Vidal-Carou. Posible 
mecanismo de acción de las poliaminas como antioxidantes. ”V Congreso Nacional de Ciencia 
y Tecnología de los Alimentos (CyTA)”. Murcia (España). 26-29 Mayo del 2009. 
 
10.1.1. Planteamiento y objetivo del estudio 
     La oxidación lipídica es una de las principales causas de que los alimentos se deterioren, y 
puede ser un serio problema para la industria alimentaria, debido a las modificaciones 
sensoriales que van ligadas a este proceso. Esta oxidación además de disminuir la calidad 
sensorial de los alimentos puede reducir su valor nutritivo, y puede ser la causa de la aparición 
de productos potencialmente nocivos. La autooxidación es, en condiciones normales, la 
principal reacción involucrada en el daño oxidativo de los lípidos. Éstos reaccionan con el 
oxígeno molecular del aire mediante un mecanismo autocatalítico que genera radicales libres. 
Se inicia una reacción en cadena que produce peróxidos, hidrocarburos con dobles enlaces 
conjugados, compuestos carbonílicos, compuestos volátiles y/o polímeros (Halliwell y Chirico, 
1993; Velasco y Dobarganes, 2002). En la figura 10.1.1 se muestra el esquema simplificado de 
las principales etapas del proceso de la oxidación lipídica.  
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Figura 10.1.1: Esquema simplificado de las principales etapas del proceso de la oxidación 
lipídica (Teruelo et al., 2008). 
  
     Se han descrito diversos métodos para evaluar la capacidad antioxidante de los 
antioxidantes naturales, cada uno con sus pros y sus contras (Frankel, 1993; Sánchez-Moreno y 
Larrauni, 1998; Frankel y Meyer, 2000; Sánchez-Moreno, 2002; Roginsky y Lissi, 2005; Prior et 
al., 2005), pero la mayoría de ellos cubren solo algunas partes del proceso. Además, los 
resultados obtenidos pueden ser inconsistentes y difíciles de comparar (Frankel, 1993; Frankel 
y Meyer 2000; Prior et al., 2005; Huang et al., 2005; Decker et al., 2005; Sun y Tanumihardjo, 
2007; Frankel y Finley, 2008). Para evitar estos problemas se han propuesto unas directrices 
generales (Prior et al., 2005; Decker y cols., 2005; Sun y Tanumihardjo, 2007) que especifican 
que la actividad antioxidante debería medirse en diferentes puntos de la reacción en cadena, 
en lugar de la realización de una prueba puntual que mida la capacidad antioxidante global, 
tipo TEAC (Capacidad antioxidante equivalente TROLOX) u ORAC (Capacidad de absorber 
radicales de oxígeno). De esta manera es posible reducir falsos negativos, por ejemplo, al 
encontrar una baja actividad captadora de radicales (scavengers) en una muestra que contiene 
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un antioxidante que actúa principalmente evitando o dificultando la formación de radicales 
(Huang et al., 2005) o que usa una fuente de radicales inapropiada (Wu et al., 2004).  
     Las poliaminas, espermina (SPM) y espermidina (SPD), además de otras funciones, tienen 
también la capacidad de actuar de antioxidantes en los sistemas biológicos, principalmente en 
los constituyentes de la membrana, proteínas y ácidos nucleicos. Se han descrito diferentes 
mecanismos para explicar la función antioxidante, principalmente como captadores de 
radicales libres, como quelantes de metales de transición con capacidad de evitar la formación 
de especies reactivas de oxígeno, o una combinación de ambos mecanismos (Løvaas, 1997; 
Das y Misra, 2004; Douki et al., 2000; Groppa, et al., 2007). Otros mecanismos propuestos para 
explicar la actividad antioxidante de las poliaminas son la neutralización de la carga de la 
superficie de la membrana, la inhibición de enzimas o la protección del sustrato por adsorción 
de las poliaminas sobre el mismo, evitando que pueda entrar en contacto con el oxidante 
(Tadolini, 1988; Løvaas, 1997; Ha et al., 1998; Groppa et al., 2007). Aunque se reconoce 
ampliamente la capacidad antioxidante de las poliaminas, hay muy pocos trabajos en la que se 
estudie el mecanismo de acción antioxidante. Por lo tanto, el objetivo de este apartado de la 
tesis es evaluar la actividad antioxidante de SPM y SPD, en comparación con otros 
antioxidantes reconocidos, en modelos in vitro en diferentes etapas del proceso de la 
oxidación lipídica, según lo recomendado por las directrices generales. 
 
10.1.2. Diseño experimental 
Con el objeto de conocer el mecanismo por el que las poliaminas actúan como 
antioxidantes, se realizaron tres tipos de pruebas: 
a) Estudio del efecto de las poliaminas sobre la captación de radicales libres (método del 
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)) a fin de conocer si el efecto antioxidante de 
las poliaminas se debe a su capacidad de captar radicales libres. 
b) Estudio del efecto de las poliaminas sobre la formación de compuestos primarios de 
oxidación (Índice de Peróxidos). 
c) Estudio del efecto de las poliaminas sobre la formación de compuestos de oxidación 
secundaria (dienos y trienos conjugados y compuestos volátiles) mediante las medidas 
de los coeficientes específicos de extinción K232, K270 y K280, y el TBARS. A fin de acelerar 
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el proceso oxidativo se utilizó el método del Rancimat que mide los compuestos 
volátiles oxidados. En todos los casos los estudios se realizaron comparando el efecto 
de las poliaminas con otros antioxidantes reconocidos.  
 
     Para el desarrollo de estos experimentos se ha utilizado aceite de soja de calidad 
farmacopea como sustrato oxidable, debido a su elevada proporción de ácidos grasos 
insaturados (alrededor de 58% de acuerdo con el USDA Nutrient Database for Standard 
Reference) y su disponibilidad comercial con una elevada pureza y estandarización en su 
composición. El aceite fue purificado de todos sus antioxidantes naturales antes de su uso, 
siguiendo el método de Kim et al. (2007). 
 
10.1.3. Resultados y discusión 
Capacidad de captación de radicales de las poliaminas  
     La capacidad de captación de radicales por parte de las poliaminas y los otros antioxidantes 
observada por el método de DPPH se muestra en la Tabla 10.1.1. Las poliaminas son 
compuestos anfifílicos y, por ello, para valorar su capacidad antioxidante se seleccionó el 
método DPPH como un procedimiento estandarizado, que permite evaluar la capacidad de 
captación de radicales libres en ambos medios hidrófilo y lipófilo. Las poliaminas, SPM y el 
SPD, mostraron diferente actividad antioxidante en en función del medio. En el medio 
hidrofílico, la actividad antioxidante de las poliaminas fue casi cinco veces menor que la del 
ácido ascórbico (AA). Por el contrario, en medio lipofílico, la actividad antioxidante de las 
poliaminas fue ligeramente inferior a la del α-tocoferol (AT) y el palmitato de ascorbilo (PA), y 
aproximadamente la mitad del valor del galato de octilo (OG). Estos resultados muestran que 
la capacidad de captación de radicales de las poliaminas, en comparación con los otros 
antioxidantes, fue muy baja en condiciones hidrofílicas y también baja pero menos en 
condiciones lipofílicas.  
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Tabla 10.1.1. Actividad antioxidante expresada como mmol/L de TROLOX en metanol y acetato 
de etilo.  
 
                           nm: no medido. 
 
 
Capacidad antioxidante de las poliaminas en diferentes etapas de la oxidación lipídica 
     La Figura 10.1.2a muestra la evolución del IP del aceite enriquecido con tres 
concentraciones diferentes de SPM y SPD (50, 100 y 150 μg/mL) durante 21 días de oxidación a 
50 ºC. Tanto la SPM como la SPD mostraron una elevada actividad antioxidante, retardando la 
formación de peróxidos. La muestra de 50 mg/ml de SPD mostró el efecto menos protector. La 
SPM mostró ser un antioxidante más eficaz que la SPD, tal vez debido a que la actividad 
antioxidante de poliaminas se relaciona con el número de grupos amino (Lovaas, 1991). Por lo 
tanto, la SPM con cuatro grupos amino sería más eficaz que la SPD con tres. Las dosis 
empleadas de 100 y 150 μg/mL de las dos poliaminas fueron adecuadas para evitar la 
acumulación de peróxidos durante 21 días que duró el estudio mientras que en el control se 
detectó la formación de peróxidos a partir del día 3. 
    Para valorar si la capacidad antioxidante de las poliaminas era dosis dependiente, se realizó 
un estudio empleando el método Rancimat, utilizando concentraciones de poliaminas de 0,3 a 
1250 μg/ml (Figura 10.1.2b). Como se aprecia en la figura, a las dosis más bajas de las 
poliaminas, hasta 300 μg/ml, su efecto antioxidante fue comparable mientras que a dosis 
superiores la SPM fue estadísticamente más eficaz (p<0,05) que la adición de la misma 
cantidad de SPD. Se observa que a concentraciones más altas (ca. 600 μg/ml), el FP mostró una 
tendencia a la saturación.  
 
Metanol Acetato de etilo
Espermina 1.73 ± 0.13 0.55 ± 0.03
Espermidina 1.76 ± 0.04 0.63 ± 0.01
α-tocoferol nm 0.75 ± 0.03
Palmitato de ascorbilo nm 0.70 ± 0.01
Galato de octilo nm 1.47 ± 0.05
Ácido ascórbico 7.93 ± 0.13 nm
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Figura 10.1.2. Evolución del índice de peróxidos (IP) a tres concentraciones de poliaminas a 50, 
100 y 150 mg/ml en las muestras de aceite a 50 °C (a), y las variaciones del factor de 
protección (FP) de aceite estabilizado con poliaminas a 0-1250 mg/ml (b). 
  
 
 
Actividad antioxidante de las poliaminas en comparación con otra antioxidantes en las 
diferentes etapas del proceso de oxidación 
     La Figura 10.1.3 compara la capacidad antioxidante de las poliaminas frente a otros 
antioxidantes medida en diferentes etapas de la oxidación. La evolución del IP refleja que 
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
0 3 6 9 12 15 18 21
control
SPD 50
SPM 50
SPD 100
SPM 100
SPD 150
SPM 150
PV
Días
1
2
3
4
5
6
7
8
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
PF
C/ppm
Factor de Protección (t/t0)
SPM
SPD
a) 
b) 
RESULTADOS 
317 
 
todas las muestras adicionadas con antioxidantes producen un retraso en la acumulación de 
peróxidos en comparación con el control. Igualmente, también se observa que, de todos los 
antioxidantes considerados, la SPM es la que ofreció mayor protección frente a la oxidación, 
seguida de la SPD (Figura 10.1.3a). Por tanto, las poliaminas fueron más eficaces que los 
antioxidantes convencionales en la prevención de compuestos de oxidación primaria. Esta 
mayor protección frente a la formación de peróxidos mostrada por las poliaminas podría ser 
debido a su particular mecanismo de acción. OG, PA y AT son principalmente captadores de 
radicales libres mientras que las poliaminas pueden actuar como quelantes.  
En la evolución de la formación de compuestos de oxidación secundaria (Figura 
10.2.3b,c,d), se muestra que las poliaminas y OG fueron los antioxidantes más eficaces en 
retrasar la formación de estos compuestos. El efecto antioxidante de las poliaminas fue 
sorprendentemente mayor que el de PA y AT. Al igual que en caso de los peróxidos, la SPM fue 
más efectiva que la SPD también frente a la formación de compuestos de oxidación 
secundaria.  
Finalmente, se estudió la formación de compuestos volátiles también productos 
secundarios medidos por el método del Rancimat. Los resultados muestran valores del FP de 
1,45 ± 0,06, 1,48 ± 0,06, 1,40 ± 0,06, 1,34 ± 0,06 y 0,99 ± 0,01 para SPM, SPD, GO, PA y AT, 
respectivamente. Estos resultados muestran que, como se observa en las pruebas anteriores, 
las dos poliaminas tuvieron una capacidad antioxidante más eficaz que los otros antioxidantes 
PA y AT, e igual que OG (p<0,05).  
Los triglicéridos del aceite durante el calentamiento sufren una serie de reacciones de 
hidrolización y polimerización que afectan a la viscosidad de la muestra. Los componentes 
poliméricos no fueron analizados en este trabajo. Pero se observó al final de la prueba que la 
viscosidad de las muestras adicionadas con poliaminas fue claramente menor que la del 
control y las adicionadas con los otros antioxidantes.  
La razón de que la SPM tenga una mayor capacidad antioxidante que la SPD probablemente 
resida en que la SPM tiene un mayor número de grupos amino y, por tanto, una mayor 
capacidad de quelar metales ctaliadores de oxidación lipídica (Løvaas, 1997).  
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Figura 10.1.3. Evolución del Índice de peroxides (IP)  (a), coeficioentes específicos de extinction 
a  232 (b), 270 (c) y 280 nm (d) en las muestras estabilizadas con los diferentes antioxidantes a 
50ºC. 
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Actividad antioxidante de las poliaminas en condiciones de oxidación extremas 
     Para confirmar que las poliaminas actúan como antioxidantes secundarios como quelantes 
de metales, se planteó un estudio en condiciones extremas de oxidación mediante el test de 
Rancimat (elevada temperatura, flujo de oxígeno y la adición de Fe2+). En la Figura 10.1.4 se 
muestran la evolución de los valores del FP frente a la concentración hierro añadido expresado 
en equivalentes de hierro. Los resultados muestran que ambos poliaminas mantienen un 
efecto protector hasta que la concentración de hierro alcanzó 1,4 mM en las muestras con 
SPD, y 1,9 mM en las muestras con SPM. Estos resultados demuestran que las poliaminas 
ralentizaron el proceso de oxidación actuando como antioxidantes secundarios y quelantes del 
hierro hasta un punto de saturación de la formación de complejos con los iones  Fe2+ presentes 
en el medio. De nuevo, la SPM mostró una protección antioxidante más efectiva que la SPD.  
 
Figura 10.1.4. Evolución del FP frente a la concentración de hierro. 
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10.1.3. Aportaciones más relevantes  
 Las poliaminas SPM y SPD presentan una capacidad antioxidante importante que se 
manifiesta en todas las etapas del proceso oxidativo, incluso a concentraciones muy bajas 
presentes de forma natural en los alimentos de origen animal y vegetal. 
 Las poliaminas mostraron una mayor capacidad antioxidante que algunos antioxidantes 
naturales o análogos sintéticos, como el α-tocoferol, el palmitato de ascorbilo o el galato 
de octilo, sobre todo en las primeras etapas del proceso de oxidación lipídica. 
 La actividad antioxidante de las poliaminas parece estar relacionada con su capacidad para 
quelar metales, y esto explica que la SPM (con cuatro grupos amino) tenga una mayor 
capacidad antioxidante que la SPD (con tres grupos amino). Además de este efecto, las 
poliaminas también tienen una cierta capacidad de captar radicales libres (aunque inferior 
que otros antioxidantes estudiados).  
 La capacidad antioxidante de las poliaminas abre la puerta a la posibilidad de adicionar 
como antioxidantes naturales en alimentos y también para aumentar su aporte dietético.  
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ESTUDIO DEL POSIBLE MECANISMO ANTIOXIDANTE DE 
LAS POLIAMINAS
Veciana-Nogués, M.T; Teruelo de Luis, M.Á.; Toro-Funes, N.; Vidal-Carou, M.C.
Departamento de Nutrición y Bromatología-CeRTA, Facultad de Farmacia, Universitat de Barcelona
Av. Joan XXIII s/n 08028 Barcelona, mcvidal@ub.edu
Entre las funciones biológicas de las poliaminas espermina (SPM) y espermidina (SPD) se halla la capacidad de actuar como antioxidantes,
principalmente sobre lípidos de membrana, proteínas y ácidos nucléicos. También ha sido estudiada su actividad antioxidante en lípidos
alimenticios [1-4]. No obstante, el mecanismo que permite explicar esta actividad no está claro, y se han descrito diferentes posibilidades [1]. De
todas ellas, tan solo dos (que actuen como captadores de radicales y otras especies reactivas de oxígeno -antioxidantes primarios- o que actuen
como quelantes de iones metálicos dificultando que estos catalicen la creación de radicales -antioxidantes secundarios) son posibles en aceites. El
propósito de este trabajo es determinar si la actividad antioxidante de las poliaminas es dosis dependiente, y determinar el mecanismo por el que
SPM y SPD son capaces de evitar la oxidación en una fase lipídica continua.
Muestras: aceite de soja de calidad farmacopea empleado como modelo de matriz fácilmente oxidable, sobre el que se realizaron tres pruebas:
Variación en el porcentaje de protección en función de la concentración de poliaminas. Muestras de aceite, adicionado con concentraciones
crecientes de cada una de las poliaminas, fueron oxidadas en un equipo Rancimat 679 a 100ºC y un flujo de aire de 15L/hora para determinar su Índice de
Estabilidad Oxidativa [5] y poder calcular el porcentaje de protección a cada concentración de poliamina.
Variación en el porcentaje de protección en función de la concentración de metal. Muestras de aceite, adicionado con concentraciones crecientes de
una solución de hierro (II) en cloroformo:metanol 7:3 y cantidades constantes de cada una de las poliaminas [6], fueron oxidadas en un equipo Rancimat
679 para determinar su Índice de Estabilidad Oxidativa [5] y poder calcular el porcentaje de protección a cada concentración de hierro.
O
B
JE
TI
V
O
M
AT
E
R
IA
L 
Y 
M
É
TO
D
O
S
R
E
S
U
LT
A
D
O
S
 Y
 D
IS
C
U
S
IÓ
N
Pese a que ninguna de las tres evidencias anteriores es suficiente por sí sola para determinar el mecanismo de actuación de
las poliaminas como antioxidantes, la acumulación de evidencias concurrentes permite deducir que dicho mecanismo se
basa en su capacidad para quelar iones metálicos y desactivar con ello su actividad como generadores de radicales. Por
tanto, se puede concluir que las poliaminas SPM y SPD actúan como antioxidantes secundarios en aceites. No obstante, el
mecanismo de actuación en otras matrices (emulsiones, sistemas biológicos) puede ser distinto y ajustarse a cualquier otro
de los sistemas descritos en la literatura.
BIBLIOGRAFÍA: [1] Løvaas, E. Antioxidantive and Metal-Chelating Effects of Polyamines. Adv Pharmacol 38 (1997) 119-149. [2] Løvaas, E. Antioxidative Effects of Polyamines. JAOCS 68 (1991) 353-358. [3] Millán Ballester, M. et al. Poster en el “II Simposio Internacional
de Alimentos Funcionales”, Las Rozas (Madrid), 2006. Nut Clin XXVI:2 (2006) 201. [4] Teruelo de Luis, M.Á. et al. Poster en el “VI Congreso Internacional de Barcelona sobre la Dieta Mediterránea”, Barcelona, 2008. Libro de resúmenes, p226. [5] Método Oficial de la AOCS Cd
12b-92 “Oil Stability Index (OSI)”. [6] De Leonardis, A. & Macciola, V. Catalytic effect of the Cu(II)- and Fe(II)-cyclohexanbutyrates on olive oil oxidation measured by Rancimat. Eur J Lipid Sci Technol 104 (2002) 156-160. [7] AOCS Recommended Practice Cg 5-97 “Oven
Storage Test for Accelerated Aging of Oils”. [8] Regulación de la Comisión Europea EEC/2568/91 de 11 de Julio de las características de aceite de oliva y residuos de aceite de oliva en los métodos relevantes de análisis. Off J Eur Communities L248 (1991)52-55.
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Efecto de la adición de poliaminas sobre un aceite previamente oxidado. Muestras de aceite fueron oxidadas en la oscuridad y en contacto con el aire
[7]. Su estado de oxidación se siguió midiendo los coeficientes de extinción específicos K232, K270 y K280 [8] en espectrofotómetro UV-Vis Shimadzu UV-
3600. Cuando estos coeficientes comenzaron a aumentar, las muestras fueron adicionadas con cada una de las poliaminas disueltas en butanol a una
concentración de 100ppm y se siguieron monitorizando dichos coeficientes.
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Figura 3: Evolución de los coeficientes de extinción específicos a 
232, 270 y 280 nm, respectivamente, en muestras preoxidadas 
adicionadas con cada una de las poliaminas estudiadas.
Figura 1: Variación del porcentaje de protección 
ofrecido por ambas poliaminas al aceite en función 
de su concentración
Figura 2: Variación del porcentaje de protección ofrecido por 
ambas poliaminas al aceite en función de la relación de 
concentraciones entre la poliamina y el hierro añadidos.
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En la figura 1 se observa que ambas poliaminas
muestran un acusado comportamiento dosis
dependiente, con tendencia a perder la
linealidad cuando se añaden dosis de
poliaminas superiores a 600ppm.
La figura 2 representa el porcentaje de
protección contra la relación
estiquiométrica amina/metal añadidos
(representada como cantidad
equivalente de hierro, siendo un
equivalente la concentración
equimolecular). Se observa una
disminución paulatina en la protección
que ofrece la amina hasta llegar a un
punto de saturación, en que la
protección cae abruptamente. Esto se
correspondería con el comportamiento
propio de un quelante, que no podría
ofrecer protección ante la oxidación
cuando la concentración de metal
prooxidante fuese muy superior a la
suya. Un captador de radicales, por el
contrario, mostraría una reducción
rápida y sostenida al agotarse tras
actuar.
No se observan diferencias entre el
control o las muestras adicionadas de
poliaminas (figura 3). en ninguno de
los tres coeficientes estudiados. Ello
indica que, una vez se alcanza un
cierto nivel de oxidación, la adición de
poliaminas no comporta actividad
antioxidante, lo que apunta hacia un
mecanismo tipo antioxidante
secundario.
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10.2. Metabolismo intracelular de las isoflavonas en células 
endoteliales humanas. 
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10.2.1. Planteamiento y objetivo del estudio 
     Uno de los efectos beneficiosos atribuidos a las isoflavonas, de igual manera que a los 
flavonoides, es la prevención frente a enfermedades cardiovasculares. Algunos estudios 
sugieren que las isoflavonas controlan las funciones de adhesión del endotelio vascular, 
mediante la regulación de los mecanismos clave de control de las moléculas de adhesión 
endoteliales, la función de la integrina de los monocitos, citoquinas y quimiocinas y la 
migración de los monocitos (Squadrito, et al., 2002; Rimbach, et al., 2008; De Andrade, et al., 
2011; Zhang, et al., 2013). La ingesta de flavonoides podría inhibir el proceso inflamatorio 
asociado con la aterogénesis, reduciendo el riesgo de las enfermedades cardiovasculares.  
     El grupo de investigación de Nutrición Molecular de la Universidad de Reading (UK), en el 
que se ha realizado la estancia predoctoral, está realizando estudios para evaluar el efecto 
cardioprotectivo de los flavanoles, en concreto la epicatequina, en modelos in vivo e in vitro. 
Su interés en la elucidación de los mecanismos de acción de los flavonoides se ha centrado en 
la bioactividad de flavonoides y sus metabolitos, glucurónidos, sulfatos y O-metilados, en 
modelos de células humanas y animales. Sin embargo, en la actualidad aún no está claro si los 
flavonoides y sus metabolitos son absorbidos y metabolizados por las células, lo que resulta 
importante para la comprensión de los mecanismos de acción en el sistema vascular. 
     El metabolismo de las isoflavonas y los flavanones ha sido observado en modelos de células 
del tracto gastrointestinal, tales como los enterocitos y células Caco-2 en monocapa, o en 
modelos de células hepáticas, pero se ha prestado poca atención al potencial metabolismo 
intracelular de las isoflavonas en otras células humanas, tales como las células humanas 
endoteliales de la vena umbilical (HUVEC), a pesar de ser un modelo in vitro ampliamente 
utilizado para la evaluación de los mecanismos de acción de las isoflavonas en el endotelio 
vascular. No hay información disponible sobre el metabolismo intracelular de las isoflavonas 
en células endoteliales. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es colaborar en el estudio del 
metabolismo intracelular de la epicatequina y sus metabolitos en células endoteliales 
utilizando hepatocitos HepG2 (modelo de células hepáticas) y células Caco-2 en monocapa 
(modelo de células intestinales) como controles positivos. Una vez finalizada la estancia 
predoctoral, utilizando el mismo modelo experimental con las isoflavonas. 
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10.2.2. Diseño experimental 
     Primero, se realiza una prueba de estabilidad de la epicatequina (EC) y sus metabolitos 
glucuronidos, sulfatos y metilados y de las isoflavonas, genisteína (Ge), daidzeína (De) y equol 
(Eq) en medio basal endotelial durante 24 horas.  
    Para los experimentos del metabolismo de la EC y sus metabolitos y las isoflavonas en las 
líneas celulares de HUVEC y HepG2, se añadieron cantidades apropiadas de EC (0, 0,1, 1 y 10 
μM) y sus metabolitos (0,25 μM) y de Ge, De y Eq (0, 1, 10 y 100 μM) al medio de crecimiento 
de las líneas celulares HUVEC y HepG2. Para los experimentos en las células en monocapa 
Caco-2, se añadieron las mismas cantidades de los flavanoles y las isoflavonas a la parte apical 
de los insertos para estudiar su transporte. En todos los casos, las células se incubaron a 37ºC 
en una atmósfera humidificada de 5% CO2 durante 1 hora para los flavanoles y durante 2 horas 
para las isoflavonas. 
     Después de la incubación, se recogieron los sobrenadantes de todos los experimentos y se 
guardaron a -80ºC para el análisis. Las células fueron extraídas, lisadas y guardadas a 80ºC para 
el análisis. 
 
10.2.3. Resultados y discusión 
Estabilidad de la epicatequina y sus metabolitos y de las isoflavonas 
     La EC y sus metabolitos se mantuvieron estables en el medio celular después de 1 h de 
incubación a 37 ºC, con niveles decrecientes de 10,2 ± 1% para la EC, y entre 0,4 ± 1% y 8,3 ± 
3% para los metabolitos. 
    Las concentraciones iniciales de Ge, De y Eq en medio celular a 37 ºC disminuyeron 
alrededor del 5 ± 2% después de 2 horas de incubación, y alrededor del 78 ± 1%, 75 ± 2% y 82 ± 
2% de Ge, De y Eq, respectivamente, después de 24 horas (Figura 10.2.1). 
 
Metabolismo intracelular de la epicatequina y sus metabolitos en HUVEC 
     En cuanto al metabolismo intracelular de la EC en HUVEC, cuando se incubó EC, la EC y los 
metabolitos 3-metil-epicatequina-7-glucuronido y 3-metil-epicatequina-7-sulfato se 
detectaron tanto en el sobrenadante como asociados a las células (Figura 10.2.2). Alrededor de 
un 2% de EC y sus metabolitos se encontraron asociados a las células. Aproximadamente un 
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52% de la EC total intracelular fue 3-metil-epicatequina-7-glucuronido, un 24% fue 3-metil-
epicatequina-7-sulfato y el 26% fue EC. Estos resultados indican que la EC entra en las células y 
es metabolizada antes de ser explusada al medio extracelular a sus conjugados glucurónidos, 
sulfatos y metilados.  
 
Figura 10.2.1. Perfil de estabilidad de las isoflavonas en medio celular a 37 ºC. 
 
 
     Por otro lado, cuando el mix de los metabolitos glucuronidos, sulfatos y metilados de EC se 
incubó en HUVEC durante 1 hora, no se detectó ni EC ni ningún metabolito en el sobrenadante 
ni en las células. Estos resultados coinciden con estudios realizados en otros modelos celulares 
(fibroblastos y en neuronas corticales) en los que se demuestra que los metabolitos de EC no 
son transportados a través de la membrana celular (Spencer, et al., 2001).  
 
Metabolismo intracelular de la epciatequina y sus metabolitos en células HepG2 y Caco-2 
     Cuando se incubó EC en células HepG2, la EC y sus conjugados metil-glucuronidos y metil-
sulfatos se detectaron tanto en el sobrenadante como asociados a las células. 
Aproximadamente el 50% del total de EC se metabolizó en los conjugados metil-glucurónidos y 
metil-sulfatos (tal como se muestra en la Figura 10.2.3). En las células en monocapa Caco-2, la 
EC y sus conjugados glucuronidos, metil-glucuronidos y metil-sulfatos se detectaron tanto en la 
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parte apical como en la parte basolateral indicando que la EC es metabolizada y transportada 
junto a sus metabolitos a través de la monocapa celular (Figura 10.2.4). 
 
Figura 10.2.2. Resumen del metabolismo celular de la epicatequina en HUVEC.  
 
 
 
     Además, cuando el mix de los metabolitos glucuronidos, sulfatos y metilados de EC se 
incubó en células HepG2 y Caco-2 durante 1 hora, ni EC ni ningún metabolito se detectaron en 
el medio ni asociados a las células. 
 
Figura 10.2.3. Resumen del metabolismo de la epicatequina en las célucas HepG2. 
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Figura 10.2.4. Resumen del metabolismo de la epicatequina en las células Caco-2. 
 
 
Metabolismo intracelular de las isoflavonas en HUVEC 
     Cuando se incubó Ge en las células HUVEC, se detectaron la Ge y sus metabolitos 
genisteina-metil-glucuronido y genistein-metil-sulfato en el sobrenadante y asociados a las 
células, indicando que Ge entra dentro de las células y es metabolizada. Se encontró un 6-7% 
del porcentaje de Ge y sus metabolitos en las células, tal como se observa en la Figura 10.2.5. 
Los metabolitos de Ge representaban entre el 14-19% del total distribuidos tanto en el 
sobrenadante como asociados a las células. 
     Cuando se incubó De en las células HUVEC, tanto la De como la daidzeina-metil-glucuronido 
se detectaron en el sobrenadante y en los lisados celulares, indicando también que De entra 
dentro de las células y es metabolizada (Figura 10.2.5). Aproximadamente el 5-8% de De se 
encontró asociada a las células endoteliales, mostrando un comportamiento similar al de Ge. 
Su metabolito metil-glucuronido representaba el 10-15% del total de De. 
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     Nuestros resultados indican que Ge y De son metabolizadas por las células endoteliales a 
sus conjugados glucurónidos, sulfatos y metilados probablemente por la acción de UDP 
glucuronosiltransferasas (UGT), sulfotransferasas, y catecol-O-metiltransferasas (COMT). Al 
encontrarse los metabolitos tanto en el medio como asociados a las células indica que Ge y De 
entran en las células y son metabolizadas antes de ser explusada al medio extracelular. 
 
Figura 10.2.5. Metabolismo de las isoflavanos, genisteína y daidzeína en HUVEC. 
 
  
 
     Por otro lado, cuando se incubó el Eq en las células HUVEC, no se detectó ningún metabolito 
y solamente se detectó el Eq tanto en el sobrenadante como en el lisado celular, indicando que 
el compuesto entra dentro de las células pero no se metaboliza. 
 
Metabolismo intracelular de las isoflavonas en células HepG2 y Caco-2 
     Cuando se incubó Ge fue en las células HepG2, se detectaron la Ge y sus metabolitos 
glucuronidos y sulfatos en el sobrenadante y en las células (Figura 10.2.6). Se metabolizó 
alrededor del 50% del total de Ge a 1 y 10 μM, y alrededor del 20% a 100 μM. Prácticamente 
toda la Ge en las células se metabolizó a glucurónidos (60-70%) y a sulfatos (30-40%). Cuando 
se incubó De en las células HepG2, se detectaron la De y sus metabolitos glucuronidos y 
sulfatos en el sobrenadante y en las células. Estos resultados están en consonancia con los 
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observados por Bursztyka, et al. (2008) y Chen et al. (2008), en los que los conjugados 
glucurónidos son los metabolitos mayoritarios en hepatocitos, junto con los sulfatos.  
 
Figura 10.2.6. Metabolismo de las isoflavonas genisteína y daidzeína en células HepG2 
 
 
     Cuando Ge y De se incubaron en las células en monocapa Caco-2, se observó que Ge y De 
entraron dentro de las células, fueron metabolizadas a metabolitos glucuronidos, y en menor 
grado a sulfatos (Figura 10.2.7). Estos metabolitos fueron excretados a la parte apical (30-40%) 
y a la parte basolateral (40-50%) de la membrana. Murota et al. (2002) y Chen et al. (2005) 
descubrieron similares resultados en células Caco-2. los conjugados sulfatados de Ge y De no 
se pudieron cuantificar debido al límite de cuantificación del método.  
     Respecto al metabolismo de Eq en células HepG2, se detectaron Eq y sus metabolitos 
sulfatados en el sobrenadante y/o asociados a células, sugiriendo que la sulfatación es la ruta 
metabólica principal del Eq en este tipo de células, lo que resulta en consonancia con un 
estudio previo realizado por Loukovaara et al. (1995) en que Eq es principalmente sulfatado 
(alrededor del 95% del total de Eq) en células HepG2. Los conjugados sulfatados no pudieron 
ser cuantificados al encontrarse a niveles inferiores al límite de cuantificación. En las células 
Caco-2 en monocapa, el Eq se detectó tanto en la parte apical y basolateral de la membrana 
como asociadas a las células, mientras que no se detectó ningún metabolito, indicando que 
este compuesto se transporta a través de las células pero no ha sido metabolizado. En células 
Caco-2 se ha descrito que el Eq se metaboliza a conjugados de Fase II, pero no se ha 
establecido qué clase de conjugados. 
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Figura 10.2.7. Resumen del metabolismo de las isoflavonas genisteína (a) y daidzeína (b) en 
células Caco-2 en monocapa. 
 
 
     La tabla 10.2.1 muestra un resumen del metabolismo de las isoflavonas en los modelos 
celulares investigados después de la incubación de Ge, De y Eq durante 2 horas. Las células 
HUVEC fueron capaces de metabolizar la Ge mediante glucuronidación, sulfatación y 
metilación, mientras que la De fue glucuronizada y metilada pero no sulfatada. Las células 
HepG2 y Caco-2 en monocapa fueron capaces de glucuronidar y sulfatar a Ge y De fue 
solamente glucuronizada. El Eq no fue metabolizado por las células HUVEC y Caco-2 en 
mononaca, mientras que las HepG2 fueron capaces de sulfatarlo.  
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Tabla 10.2.1. Resumen del metabolismo las isoflavonas en las líneas celulares HUVEC, HepG2 y 
Caco-2.  
 
Abbreviaturas: genisteína (Ge), daidzeína (De), equol (Eq), genisteína-metil-glucuronido (Ge-M-
G), genisteína-metil-sulfato (Ge-M-S), daidzeína-metil-glucuronido (De-M-G), genisteína-
glucurónido (Ge-G), genisteína-sulfato (Ge-S), daidzeína-glucuronido (De-G), daidzeína-sulfato 
(De-S), equol-sulfato (Eq-S). 
 
10.2.3. Aportaciones más relevantes  
 Hasta nuestro conocimiento, estos son los primeros datos sobre el transporte y 
metabolismo intracelular de las isoflavonas en células endoteliales humanas. 
 La genisteína y la daidzeína son transpotadas dentro de la célula y metabolizadas por las 
células endoteliales a sus conjugados glucurónidos, sulfatos y metilados. 
 El equol entra dentro de las células endoteliales pero no se metaboliza. 
 Las rutas metabólicas de los flavonoides parecen depender del tipo de modelo celular. 
 Aunque se necesitan más estudios sobre el metabolismo de los flavonoides y sus 
metabolitos en células endoteliales, estos resultados pueden tener importantes 
implicaciones sobre la investigación de los mecanismos de acción cardioprotectores de 
los flavonoides en los seres humanos.  
 
 
 
HUVEC HepG2 Caco-2
Glucuronidos Ge-M-G / De-M-G Ge-G / De-G Ge-G / De-G
Sulfatos Ge-M-S Ge-S /De-S /Eq-S Ge-S /De-S
Metilados Ge-M-G / Ge-M-S / De-M-G - -
Aglicona Ge / De / Eq Ge / De / Eq Ge / De / Eq
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Intracellular metabolism of isoflavones in 
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Background and Objectives: Methods:
Results:
Conclusions:
Consumption of soy isoflavones, in particular genistein (Ge) and
daidzein (De), may have beneficial effects on cardiovascular health,
including a favourable effect on blood lipids, inhibition of platelet
aggregation and improvement of vascular function (Rimbach et al.,
2008). De could be converted into equol (Eq) due to the action of
intestinal microbiota before absorption (Setchell, 2002). Ge and De
are extensively metabolized after absorption by phase II enzymes to
form mainly glucuronide and sulfate metabolites (Hosoda et al.,
2010). Little attention has been given to the potential intracellular
metabolism of isoflavones in human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC), despite being a widely used in vitro model for assessing
mechanisms of action of polyphenols in the vascular endothelium
(Andrade et al., 2011). Therefore, the aim of this work is to determine
whether endothelial cells (HUVEC) can metabolize isoflavones,
using hepatocytes and Caco-2 cells monolayer as positive controls.
Ge, De and Eq (0-100 µM), were incubated in HUVEC, Hep-G2 and
Caco-2 monolayer cell lines for 2 h. Then, supernatants and cell
lysates were collected and processed for analysis. Aglycones were
determined by ultra high pressure liquid chromatography with UV
detection (UHPLC-UV) following the method by Toro-Funes et al.
(2012). Isoflavone metabolites were identified by liquid
chromatography with mass spectrometry detection (LC-LTQ-MS).
Ge and De are metabolized into their methyl conjugates in endothelial cells, while Eq metabolites were not detected. These findings may
have important implications in the investigation of the cardioprotective mechanisms of action of isoflavones.
Keywords: Endothelial cells, isoflavones, intracellular metabolism
Toro-Funes N.a,b; Rodríguez-Mateos A.b; Spencer J.P.E.b; Veciana-Nogués M.T.a; Vidal-Carou M.C.a; 
Abbreviations: Ge-Gluc, genistein-glucuronide; Ge-S, genistein-sulfate; Ge-M-Gluc, genistein-methyl-glucuronide; 
Ge-M-S, genistein-methyl-sulfate; De-Gluc, daidzein-glucuronide; De-M-Gluc, daidzein-methyl-glucuronide.
Table 1: Genistein, daidzein, equol and their conjugates (μM) in the HUVEC cell model.
Incubation of HUVEC with Ge for 2 hours led to the formation of
methylglucuronide and methylsulfate metabolites of Ge, found in
both supernatant and cell lysate, representing the 16-20% of the
initial amount of Ge (Table 1). Ge was mainly metabolized as
genistein-methyl-sulfate (55-65%) whereas genistein-methyl-
glucuronide form only achieved 25-35%. When incubation of HUVEC
was carried out with De, a methylglucuronide metabolite was
detected in the supernatant and cell lysate, representing around the
10-15% of the initial De (Table 1). We found that Ge and De can
enter endothelial cells after 2 hours of incubation. Eq can also enter
endothelial cells however is not metabolized by phase II enzymes. In the Hep-G2 cell model, a glucuronide and sulfate conjugates ofGe were detected in both supernatant and cell lysate, representing
the 50% of initial Ge at 1 and 10 µM (Table 2). The genistein-
glucuronide represented the 60-70%. In the case of De, only a
glucuronide conjugate was found in the supernatant and cell lysate,
representing the 70-80 and 15-20%, respectively (Table 2). No
metabolites of Eq were found in Hep-G2 cells, however Eq was
found in the cell lysate.
Ge and De can be transported through the
Caco-2 cell monolayer to the basolateral side
(Table 3). Moreover, Ge and De were found in
the cell lysate. Ge and De were metabolized into
their glucuronide conjugates and excreted to the
apical side (~30-40%) and basolateral side
(~40-50%). Eq can also be trasported through
the Caco-2 cell monolayer, but no metabolites
were found (Table 3).
Table 2: Genistein, daidzein, equol and their conjugates (μM) in the Hep-G2 cell model.
Table 3: Genistein, daidzein, equol and their conjugates (μM) in the Caco-2 cell monolayer.
 
Genistein Daidzein Equol
Hep-G2 cells
HUVEC
Supernatant Cell lysate Supernatant Cell lysate Supernatant Cell lysate Supernatant Cell lysate
Genistein nd nd 0.83 0.05 8.34 0.48 78.95 0.61
Ge-Gluc nd nd nd nd nd nd nd nd
Ge-S nd nd nd nd nd nd nd nd
Ge-M-Gluc nd nd 0.05 nd 0.46 0.08 4.97 1.62
Ge-M-S nd nd 0.09 0.02 0.68 0.21 7.85 3.47
Daidzein nd nd 0.81 nd 7.93 0.38 78.98 1.46
De-Gluc nd nd nd nd nd nd nd nd
De-M-Gluc nd nd 0.08 nd 0.84 0.51 10.61 4.44
Equol nd nd 0.89 0.12 9.14 0.08 89.15 10.84
1 μM 10 μM 100 μM0.1 μM
Supernatant Cell lysate Supernatant Cell lysate Supernatant Cell lysate Supernatant Cell lysate
Genistein nd nd nd nd 2.32 nd 81.77 0.91
Ge-Gluc nd nd 0.28 0.07 2.14 0.47 8.54 3.88
Ge-S nd nd 0.11 0.04 1.66 0.16 4.03 1.22
Ge-M-Gluc nd nd nd nd nd nd nd nd
Ge-M-S nd nd nd nd nd nd nd nd
Daidzein nd nd nd nd 5.09 nd 78.63 1.18
De-Gluc nd nd 0.07 nd 4.15 0.63 14.03 4.45
De-M-Gluc nd nd nd nd nd nd nd nd
Equol nd nd 0.93 0.07 8.72 1.26 96.71 3.28
1 μM 10 μM 100 μM0.1 μM
Apical Basolateral Cell lysate Apical Basolateral Cell lysate Apical Basolateral Cell lysate Apical Basolateral Cell lysate
Genistein nd nd nd 0.18 nd nd 2.13 0.41 nd 66.26 14.05 6.12
Ge-Gluc nd nd nd 0.34 0.43 0.03 3.49 4.48 0.39 3.87 4.65 3.77
Ge-S nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Ge-M-Gluc nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Ge-M-S nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Daidzein nd nd nd 0.23 0.11 nd 3,19 1.87 0.41 73.87 10.49 2.07
De-Gluc nd nd nd 0.34 0.23 0.03 2,16 1.59 0.64 3.58 4.31 2.46
De-M-Gluc nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Equol nd nd nd 0.7 0.22 0.08 6.94 2.22 0.82 62.65 22.46 10.89
1 μM 10 μM 100 μM0.1 μM
Abbreviations: Ge-Gluc, genistein-glucuronide; Ge-S, genistein-sulfate; Ge-M-Gluc, genistein-methyl-glucuronide; 
Ge-M-S, genistein-methyl-sulfate; De-Gluc, daidzein-glucuronide; De-M-Gluc, daidzein-methyl-glucuronide.
Abbreviations: Ge-Gluc, genistein-glucuronide; Ge-S, genistein-sulfate; Ge-M-Gluc, genistein-methyl-glucuronide; Ge-M-S, genistein-methyl-
sulfate; De-Gluc, daidzein-glucuronide; De-M-Gluc, daidzein-methyl-glucuronide.
References: Andrade et al., 2011. Climacteric.15, 186-194. Hosoda et al., 
2010. Anal Bional Chem, 397(4), 1563-1572. Rimbach et al., 2008. 
Food Chem Toxicol, 46(4), 1308-1319. Setchell, 2002. J Nutr,132(12), 
3577-3584. Toro-Funes et al., 2012. Food Chem, 135(4), 2832-2838.
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Toro-Funes. 
Figure 1: Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC). Available on the 
website of ScienCellTM Research Laboratories on www.sciencellonline.com 
Figure 2: Human Hepatocellular carcinoma Hep-G2 cells. 
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CONCLUSIONES 
 
1. Puesta a punto de un método por UHPLC que permite la determinación de 12 isoflavonas en 
la bebida de soja en 8 min, con una linealidad, sensibilidad, precisión y exactitud muy 
satisfactorias.  
2. Las bebidas de soja y almendra aportan un valor nutritivo interesante, igual o superior al de la 
leche de vaca en algunos nutrientes, siendo además ricas en compuestos bioactivos que no se 
encuentran en la leche de vaca. Hasta donde llega nuestro conocimiento, no hay 
aportaciones previas sobre el valor nutritivo y biofuncional de la leche de almendra.  
3. Las bebidas de soja presentan más proteínas y poliaminas que las bebidas de almendra y 
contenidos comparables de grasa, fibra y fitoesteroles. El perfil de la grasa es diferente, 
predominando el oleico en la bebida de almendra y el linoleico en la de soja. En comparación 
con la leche de vaca, ambas bebidas aportan fibra y fitoesteroles, y una mayor cantidad de 
tocoferoles y poliaminas. 
4. Los tratamientos por UHPH permiten una mejora de la extracción de algunos compuestos 
bioactivos, como los fitoesteroles y las isoflavonas, siendo mayor el grado de extracción a 
medida que aumentan la presión y la temperatura aplicadas. En contrapartida afectan 
negativamente a componentes nutritivos, como los tocoferoles. 
5. Los tratamientos por UHPH mantienen el perfil de aminoácidos, perfil de ácidos grasos, la 
disponibilidad de la lisina, los fitoesteroles de las bebidas de soja y de almendra, en 
comparación con los térmicos. El tratamiento térmico UHT produce  una mayor digestibilidad 
de las proteínas y extracción de isoflavonas de las bebidas de soja que los tratamientos 
UHPH. Por otro lado, el tratamiento de esterilización UHT es más agresivo en la bebida de 
almendra que los tratamientos UHPH, produciendo una mayor proporción de ácidos trans y 
una mayor degradación de los tocoferoles que los tratamientos de UHPH. 
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6. Los compuestos más estables durante el almacenamiento de las bebidas de pasteurizadas o 
esterilizadas por UHPH fueron los esteroles vegetales.  
7. Los tocoferoles se degradaron durante el almacenamiento en todas las muestras, aunque los 
tratamientos convencionales de pasteurización y de UHT los conservaron igual o mejor que 
los diferentes tratamientos por UHPH.  
8. La disponibidad de la lisina disminuyó durante el almacenamiento, pero se mantuvo más 
elevada en las bebidas de soja tratadas por UHPH. No se observaron diferencias entre 
tratamientos respecto a la pérdida de digestibilidad proteica a lo largo del almacenamiento. 
9. Las isoflavonas de las bebidas de soja se mantuvieron más estables en los productos 
esterilizados que en los pasteurizados, presumiblemente porque fueron degradadas por la 
actividad microbiana residual de los productos pasteurizados.   
10. Las bebidas de soja pasteurizadas térmicamente muestran una mayor formación de agliconas 
y una disminución de la disponibilidad de la lisina durante el almacenamiento en refrigeración 
que las muestras tratadas por UHPH, lo cual supone un efecto negativo desde un punto de 
vista sensorial y nutricional.  
11. El contenido total y el perfil de las formas químicas de las isoflavonas en los productos 
derivados de la soja es muy diferente en función del tipo de producto. En los productos 
fermentados abundan las agliconas, mientras que en los productos no fermentados son 
mayoritarios los -glucósidos. 
12. Los productos derivados de la soja comerciales aportan cantidades elevadas de isoflavonas, 
que,  con un consumo racional, superan en algunos casos los niveles mínimos sugeridos para 
lograr los efectos beneficiosos que se le atribuyen. Una o dos raciones de algunos productos 
derivados de la soja aportan contenidos de isoflavonas del mismo orden o incluso superiores 
a los que aporta una dosis de las preparaciones fitoterapéuticas para mujeres 
premenopáusicas y menopáusicas.  
13. Teniendo en cuenta el nivel de seguridad establecido por el Panel de Expertos (NTP-CERHR), 
existe un riesgo potencial de sufrir efectos adversos de las isoflavonas en lactantes 
alimentados con fórmulas infantiles a base de soja.  
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14. Algunos productos fermentados de soja, como el sufu, el tamari o el paté de soja, contienen 
un alto contenido de aminas biógenas, especialmente de histamina y tiramina. Considerando 
la ración de consumo habitual, sólo el consumo de sufu puede conllevar un riesgo de 
aparición de efectos adversos de estas aminas, especialmente cuando hay un tratamiento 
con fármacos que inhiben la DAO y la MAO. Por su contenido en histamina, no son productos 
recomendables para personas con intolerancia a la histamina. 
15. Las poliaminas, espermina y espermidina, presentan una gran capacidad antioxidante, mayor 
que la de algunos antioxidantes naturales o análogos sintéticos, como el α-tocoferol, el 
palmitato de ascorbilo o el galato de octilo. La actividad antioxidante de las poliaminas se 
manifiesta en todas las etapas del proceso oxidativo. Su capacidad antioxidante abre la 
puerta su utilización como aditivos antioxidantes naturales en los alimentos.  
16. La actividad antioxidante de las poliaminas parece estar relacionada con su capacidad para 
quelar metales, y esto explica que la SPM (con cuatro grupos amino) tenga una mayor 
capacidad antioxidante que la SPD (con tres grupos amino). Además de este efecto, las 
poliaminas también tienen una cierta capacidad de captar radicales libres (aunque inferior a 
la de los otros antioxidantes estudiados).  
17. Las isoflavonas, genisteina y daidzeina, son metabolizadas por las células endoteliales 
humanas a sus derivados conjugados. El equol entra dentro de las células endoteliales pero 
no se meatboliza. Este hallazgo puede tener interés para investigar los mecanismos de acción  
cardioprotectores de los flavonoides en los seres humanos. 
 
  
CONCLUSIONES  
398 
 
  
CONCLUSIONES 
399 
 
 
CONCLUSIONS 
 
1. A validated UHPLC-UV method for the simultaneous determination of 12 isoflavones in 
soymilk in 8 minutes shows satisfactory linearity, sensitivity, precision, and accuracy.  
2. Soymilk and almond milk provide an interesting nutritive value, similar or greater than cow’s 
milk. These vegetal milks are also rich in bioactive compounds, not found in cow's milk. To 
our knowledge, there is no previous data about the nutritional and biofunctional value of 
almond milk.  
3. Soymilk contains more content of proteins and polyamines than almond milk and comparable 
levels of fat, fiber and phytosterols. They show different fatty acid profile, the oleic acid is the 
mayor one in almond milk whereas linoleic acid is the mayor in soymilk. Compared to cow's 
milk, both vegetable milks provide fiber and phytosterols, and higher levels of polyamines 
and tocopherols. 
4. UHPH treatments improve the extraction of some bioactive compounds, such as phytosterols 
and isoflavones, being higher as pressure and temperature increase. On the other hand, both 
pressure and temperature affect the stability of some nutritive compounds, such as 
tocopherols.   
5. UHPH treatments maintain the amino acid profile, fatty acid profile, the availability of lysine 
of soymilk and almond milk as heat treatments. The UHT heat treatment produces a higher 
digestibility of proteins and a higher extraction of isoflavones in soymilk than UHPH 
treatments. Furthermore, the UHT treatment produces a higher proportion of trans fatty 
acids and higher degradation of tocopherols in almond milk than UHPH treatments. 
6. Phytosterols were the most stable compounds during storage of pasteurized or sterilized-
UHPH soymilks.  
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7. Tocopherols were degraded during storage in all samples, although conventional 
pasteurization and UHT treatments preserved these nutritive copmpounds the same or 
better than UHPH treatment.  
8. The availability of lysine decreased during storage, but was higher in UHPH-treated soymilks. 
No differences in the evolution of protein digestibility between treatments throughout 
storage were observed. 
9. Isoflavones were more stable in sterilized than in pasteurized soymilk, presumably because 
they were degraded by residual microbial activity of pasteurized products.   
10. Thermal pasteurized-soymilks showed a higher formation of aglycones and a lower 
availability of lysine under refrigerated storage than UHPH-pasteurized samples, which 
implies a negative effect from a sensory and nutritional point of view.  
11. Total content and profile of isoflavones in soybean products are very different, depending on 
the type of product. Aglycones were the mayor chemical forms in fermented products, 
whereas -glucosides were higher in non-fermented products. 
12. An usual consumption of these products achieves the recommended healthy levels of 
isoflavones. One or two servings of some soybean products provide isoflavone contents of 
the same order or even higher than those provided by phytotherapeutic preparations for 
premenopausal and postmenopausal women.  
13. There is a potential risk of adverse effects of isoflavones in infants fed by soybean-based 
infant formula, taking into account the safety levels established by the Panel of Experts (NTP-
CERHR).  
14. Some fermented soybean products such as sufu, tamari or soybean paste, contain a high 
content of biogenic amines, especially histamine and tyramine. Considering the usual serving 
consumption, only the consumption of sufu may involve a risk of adverse effects of these 
amines, especially individuals taking drugs that inhibit MAO and DAO. 
15. Polyamines, spermine and sperdimine, have a high antioxidant capacity, higher than that of 
some natural or synthetic analogues antioxidants, such as α-tocopherol, ascorbyl palmitate or 
octyl gallate. Polyamines showed a high antioxidant activity in all steps of the oxidative 
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process. Their antioxidant capacity leads to the possibility to use them as natural 
antioxidants in food additives. 
16. The antioxidant capacity of polyamines seems to be related to its ability to chelate metals, 
and this explains why SPM (with four amino groups) have a higher antioxidant capacity than 
the SPD (with three amino groups). In addition to this effect, polyamines also have some 
capacity to scavenge free radicals (although inferior to that of other antioxidants).   
17. Isoflavones, genistein and daidzein, are metabolized by human endothelial cells into 
conjugates. In contrast, equol was taken up but not metabolized. This finding may be of 
interest to investigate the mechanisms of action of isoflavones in the cardiovascular system. 
 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
403 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
405 
 
12 
 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
A 
Achouri, A., Boye, J.I. & Zamani, Y. (2008). Soybean variety and storage effects on soymilk flavour 
and quality. International Journal of Food Science & Technology, 43, 82-90. 
 Adlercreutz, H., Honjo, H., Higashi, A., Fotsis, T., Hämäläinen, E., Hasegawa, T., & Okada, H. (1991). 
Urinary excretion of lignans and isoflavonoid phytoestrogens in Japanese men and women consuming a 
traditional Japanese diet. The American journal of clinical nutrition, 54(6), 1093-1100. 
Ahn-Jarvis, J., Clinton, S. K., Riedl, K. M., Vodovotz, Y., & Schwartz, S. J. (2012). Impact of food matrix 
on isoflavone metabolism and cardiovascular biomarkers in adults with hypercholesterolemia. Food & 
function, 3(10), 1051-1058. 
Akoum, O., Richfield, D., Jaffrin, M. Y., Ding, L. H., & Swart, P. (2006). Recovery of trypsin inhibitor 
and soy milk protein concentration by dynamic filtration. Journal of Membrane Science, 279, 291-300. 
Albert, A., Altabre, C., Baro, F., Buendía, E., Cabero, A., Cancelo, M. J., ... & Vazquez, F. (2002). 
Efficacy and safety of a phytoestrogen preparation derived from Glycine max (L.) Merr in climacteric 
symptomatology: A multicentric, open, prospective and non-randomized trial. Phytomedicine, 9(2), 85-
92. 
Albillos, S. M., Jin, T., Howard, A., Zhang, Y., Kothary, M. H., & Fu, T.-J. (2008). Purification, 
crystallization and preliminary X-ray characterization of prunin-1, a major component of the almond 
(Prunus dulcis) allergen amandin. Journal of Agriricultural and Food Chemistry, 56, 5352– 5358. 
Alhonen, L., Halmekytö, M., Kosma, V. M., Wahlfors, J., Kauppinen, R., & Jänne, J. (1995). Life-long 
over-expression of ornithine decarboxylase (ODC) gene in transgenic mice does not lead to generally 
enhanced tumorigenesis or neuronal degeneration. International journal of cancer, 63(3), 402-404. 
Alves, R.T., Casal, S. & Oliveira, P.P. (2009). Tocopherols in espresso coffee: Analytical method 
development and validation. Food Chemistry, 115, 1549-1555. 
Amon, U., Bangha, E., Küster, T., Menne, A., Vollrath, I. B., & Gibbs, B. F. (1999). Enteral histaminosis: 
Clinical implications. Inflammation research, 48(6), 291-295.  
Ang, H. G., Kwik, W. L., & Theng, C. Y. (1985). Development of soymilk- A review. Food Chemistry, 17, 
235-250.  
AOAC (2000). Official methods of analysis. Association of Official Analytical Chemists. Washington, 
DC: Association of Official Analytical Chemists.  
AOCS. American Oil Chemists Society (2009a). Official methods and recommended practices of the 
American Oil Chemists Society. (6th ed.). Champaign, IL: AOCS Press [Cd 19-90, reapproved in 2009]. 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
406 
 
AOCS. American Oil Chemists Society (2009b). Official methods and recommended practices of the 
American Oil Chemists Society. (6th ed.). Champaign, IL: AOCS Press [Cd 12b-92, reapproved in 2009]. 
AOCS. American Oil Chemists Society (2009c). Official methods and recommended practices of the 
American Oil Chemists Society. (6th ed.). Champaign, IL: AOCS Press [Cg 5–97, reapproved in 2009]. 
Apers, S., Naessens, T., Van Den Steen, K., Cuyckens, F., Claeys, M., Pieters, L., & Vlietinck, L. (2004). 
Fast high-performance liquid chromatography method for quality control of soy extracts. Journal of 
Chromatography A, 1038, 107–112. 
Asociación Española de Normalización (1991). Catálogo de Normas UNE. Madrid (Spain).  
Awad, A. B., & Fink, C. S. (2000). Phytosterols as anticancer dietary components: evidence and 
mechanism of action. The Journal of nutrition, 130(9), 2127-2130. 
Azzaro AJ, Vandenberg CM, Blob LF, Kemper EM, Sharoky M, Oren DA and Campbell BJ, 2006. 
Tyramine pressor sensitivity during treatment with the selegiline transdermal system 6 mg/24 h in 
healthy subjects. Journal of Clininical Pharmacology, 46, 8, 933-44. 
B 
Bai, X.; Byun, B. Y.; Mah, J. H. Formation and destruction of biogenic amines in Chunjang (a black 
soybean paste) and Jajang (a black soybean sauce). Food Chemistry, 2013, 141, 1026-1031. 
Bardócz, S. (1995). Polyamines in food and their consequences for food quality and human health. 
Trends in Food Science & Technology, 6(10), 341-346. 
Barnes, S. (2010). The biochemistry, chemistry and physiology of the isoflavones in soybeans and 
their food products. Lymphatic research and biology, 8(1), 89-98.  
Barros-Dourado, L. R., Fonseca-Pascoal, L. A., Kazue-Sakomura, N., Perazzo-Costa, F. G., & Biagiotti, 
D. (2011). Soybeans (Glycine max) and soybean products in poultry and swine nutrition. Recent Trends 
for Enhancing the Diversity and Quality of Soybean Products. InTech Publishing, Rijeka, Croatia, 175-190. 
Bedell, S., Nachtigall, M., & Naftolin, F. (2014). The pros and cons of plant estrogens for menopause. 
The Journal of steroid biochemistry and molecular biology, 139, 225-236. 
Behloul, N., & Wu, G. (2013). Genistein: a promising therapeutic agent for obesity and diabetes 
treatment. European journal of pharmacology, 698(1), 31-38.  
Beral, V., Banks, E., Reeves, G., & Bull, D. (2003). Breast cancer and hormone-replacement therapy: 
the Million Women Study. The Lancet, 362(9392), 1330-1331. 
Berge, K. E., Tian, H., Graf, G. A., Yu, L., Grishin, N. V., Schultz, J., ... & Hobbs, H. H. (2000). 
Accumulation of dietary cholesterol in sitosterolemia caused by mutations in adjacent ABC transporters. 
Science, 290(5497), 1771-1775.  
Berlin I, Zimmer R, Cournot A, Payan C, Pedarriosse AM and Puech AJ, 1989. Determination and 
comparison of the pressor effect of tyramine during long-term moclobemide and tranylcypromine 
treatment in healthy volunteers. Clinical Pharmacology and Therapeutics, 46, 3, 344-51. 
Bernbaum, J. C., Umbach, D. M., Ragan, N. B., Ballard, J. L., Archer, J. I., Schmidt-Davis, H., & Rogan, 
W. J. (2008). Pilot studies of estrogen-related physical findings in infants. Environmental health 
perspectives, 116(3), 416-420. 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
407 
 
Bhathena, S. J., & Velasquez, M. T. (2002). Beneficial role of dietary phytoestrogens in obesity and 
diabetes. The American journal of clinical nutrition, 76(6), 1191-1201. 
Bitto, A., Polito, F., Squadrito, F., Marini, H., DAnna, R., Irrera, N., ... & Altavilla, D. (2010). Genistein 
aglycone: a dual mode of action anti-osteoporotic soy isoflavone rebalancing bone turnover towards 
bone formation. Current medicinal chemistry, 17(27), 3007-3018. 
Bitzur, R. Phytosterols: another way to reduce LDL cholesterol levels. International Heart and 
Vascular Disease Journal, 25. 
Björkhem, I. (2002). Do oxysterols control cholesterol homeostasis?. Journal of Clinical Investigation, 
110(6), 725-730. 
Bouaouina, H., Desrumaux, A., Loisel, C. & Legrand, J. (2006). Functional properties of whey proteins 
as affected by dynamic high-pressure treatment. International Dairy Journal. 16, 275-284. 
Borrelli, F., & Ernst, E. (2010). Alternative and complementary therapies for the menopause. 
Maturitas, 66(4), 333-343. 
Boucher, B. A., Cotterchio, M., Kreiger, N., & Thompson, L. U. (2008). Soy formula and breast cancer 
risk. Epidemiology, 19(1), 165-166. 
Bouic, P. J., & Lamprecht, J. H. (1999). Plant sterols and sterolins: a review of their immune-
modulating properties. Alternative Medicine Reviews, 4(3), 170-7. 
Bors, W., Langebartels, C., Michel, C., & Sandermann Jr, H. (1989). Polyamines as radical scavengers 
and protectants against ozone damage. Phytochemistry, 28(6), 1589-1595. 
Bradford, P. G., & Awad, A. B. (2010). Modulation of signal transduction in cancer cells by 
phytosterols. Biofactors, 36(4), 241-247.  
Breytenbach, U., Clark, A., Lamprecht, J., & Bouic, P. (2001). Flow cytometric analysis of the Th1–Th2 
balance in healthy individuals and patients infected with the human immunodeficiency virus (HIV) 
receiving a plant sterol/sterolin mixture. Cell biology international, 25(1), 43-49. 
Brink, T., Damink, C., Joosten, H. M. L. J., & Huis In't Veld, J. H. J. (1990). Occurrence and formation of 
biologically active amines in foods. International Journal of Food Microbiology, 11(1), 73-84. 
Briñez, W. J., Roig-Sagues, A. X., Hernández, M. M., & Guamis, B. (2006a). Inactivation of Listeria 
innocua in milk and orange juice by ultrahigh-pressure homogenization. Journal of Food Protection 69, 
86-92. 
Britz, S. and Kremer, D.F. (2002). Warm temperatures or drought during seed maduration increase 
free α-tocopherol in seeds of soybean (Glycine max [L.] Merr.). Journal of Agricultural and Food 
Chemistry, 50, 6058-6063. 
Broadley, K.H. (2010). The vascular effects of trace amines and amphetamines. Pharmacology and 
Therapeutics, 125, 363-375. 
Brodal, B. P., Eliassen, K. A., Rönning, H., & Osmundsen, H. (1999). Effects of dietary polyamines and 
clofibrate on metabolism of polyamines in the rat. The Journal of nutritional biochemistry, 10(12), 700-
708. 
Brown, N. M., & Setchell, K. D. (2001). Animal models impacted by phytoestrogens in commercial 
chow: implications for pathways influenced by hormones. Laboratory investigation, 81(5), 735-747. 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
408 
 
Brownsell, V. L. col. 1993. Deterioro y Conservación de los Alimentos. La Ciencia aplicada en el 
estudio de los Alimentos. Ed. Diana. México, DF. 
Brüll, F., Mensink, R. P., & Plat, J. (2009). Plant sterols: functional lipids in immune function and 
inflammation?. Clinical Lipidology, 4(3), 355-365. 
Brüll, F., Mensink, R. P., Van den Hurk, K., Duijvestijn, A., & Plat, J. (2010). TLR2 activation is essential 
to induce a Th1 shift in human peripheral blood mononuclear cells by plant stanols and plant sterols. 
Journal of biological chemistry, 285(5), 2951-2958. 
Bryant, M., Cassidy, A., Hill, C., Powell, J., Talbot, D., & Dye, L. (2005). Effect of consumption of soy 
isoflavones on behavioural, somatic and affective symptoms in women with premenstrual syndrome. 
British journal of nutrition, 93(05), 731-739. 
Bujard, E., Finot, P.A. (1978). Mesure de la disponibilité et du blocage de la lysine dans les laits 
industriels. Annales de la Nutrition et de l’Alimentation, 32, 291-305. 
Bursztyka, J.; Perdua E.; Tulliez, J.; Debrauwer, L.; Delous G.; Canlet, C.;  De Sousa, G.; Rahmani, R.;  
Benfenati, E.; Cravedi, J. Comparison of genistein metabolism in rats and humans using liver microsomes 
and hepatocytes. Food Chemistry and Toxicology,  2008, 48, 939–948. 
Burton GW, Ingold KU. 1986. Vitamin E: Application of the principles of physical organic chemistry to 
the exploration of its structure and function. Acc. Chem. Res.19, 194–201. 
Byun, B. Y., Bai, X. & Mah, J. H. (2013). Occurrence of Biogenic Amines in Doubanjiang and Tofu. Food 
Science and Biotechnology, 22(1), 55-62. 
C 
Calandra, S., Tarugi, P., Speedy, H. E., Dean, A. F., Bertolini, S., & Shoulders, C. C. (2011). Mechanisms 
and genetic determinants regulating sterol absorption, circulating LDL levels, and sterol elimination: 
implications for classification and disease risk. Journal of lipid research, 52(11), 1885-1926.  
Calpe-Berdiel, L., Escolà-Gil, J. C., Benítez, S., Bancells, C., González-Sastre, F., Palomer, X., & Blanco-
Vaca, F. (2007). Dietary phytosterols modulate T-helper immune response but do not induce apparent 
anti-inflammatory effects in a mouse model of acute, aseptic inflammation. Life sciences, 80(21), 1951-
1956. 
Cassidy, A. (2006). Factors affecting the bioavailability of soy isoflavones in humans. Journal of AOAC 
International, 89(4), 1182-1188.  
Cassidy, A., & Hooper, L. (2006). Phytoestrogens and cardiovascular disease. British Menopause 
Society Journal, 12(2), 49-56.  
Cerrada-Gimenez, M., Pietilä, M., Loimas, S., Pirinen, E., Hyvönen, M. T., Keinänen, T. A., ... & 
Alhonen, L. (2011). Continuous oxidative stress due to activation of polyamine catabolism accelerates 
aging and protects against hepatotoxic insults. Transgenic research, 20(2), 387-396.  
César, I. D. C., Braga, F. C., Vianna-Soares, C. D., Nunan, E. D. A., Barbosa, T. A. F., & Moreira-Campos, 
L. M. (2007). Determination of daidzein, genistein and glycitein in isoflavone capsules by thin layer 
chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). Brazilian Journal of 
Pharmacognosy, 17, 616–625. 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
409 
 
César, I. D. C., Braga, F. C., Vianna-Soares, C. D., Nunan, E. D. A., Pianetti, G. A., & Moreira-Campos, L. 
M. (2008). Quantification of genistein and genistin in soy dry extracts by UV–visible spectrophotometric 
method. Quimica Nova, 31, 1933–1936. 
CESNID (2005). Tablas de composición de alimentos del CESNID. Ed. McGraw Hill Americana. 
Charron, C. S., Allen, F. L., Johnson, R. D., Pantalone, V. R., & Sams, C. E. (2005). Correlations of oil 
and protein with isoflavone concentration in soybean [Glycine max (L.) Merr.]. Journal of Agricultural 
and Food Chemistry, 53(18), 7128-7135. 
Charles, C., Yuskavage, J., Carlson, O., John, M., Tagalicud, A. S., Maggio, M., ... & Basaria, S. (2008). 
Effects of high-dose isoflavones on metabolic and inflammatory markers in healthy postmenopausal 
women. Menopause (New York, NY), 16(2), 395-400. 
Chattopadhyay, M. K., Tabor, C. W., & Tabor, H. (2002). Absolute requirement of spermidine for 
growth and cell cycle progression of fission yeast (Schizosaccharomyces pombe). Proceedings of the 
National Academy of Sciences, 99(16), 10330-10334. 
Chen, S. (1989). Principles of soymilk production. En: Food uses of whole oil and protein seeds, Lusas, 
E. W., Erikson, D. R., & Nip, W. K. American Oil Chemists’ Society, Champaing, Illinois. pp: 40-45.  
Chen, J., Lin, H. & Hu, M. (2005). Absorption and metabolism of genistein and its five isoflavone 
analogs in the human intestinal Caco-2 model. Cancer Chemotherapy and Pharmacology, 55, 159–169. 
Chen, T.R. & Wei, Q.H. (2008). Analysis of bioactive aglycone isoflavones in soy bean and soybean 
products. Nutrition and Food Science, 38, 540–547. 
Coates, A. M., & Howe, P. R. (2007). Edible nuts and metabolic health. Current opinion in lipidology, 
18(1), 25-30. 
Committee on Toxicity of Chemicals in Food, Consumer Products and the Environment (COT) (2003). 
Phytoestrogens and Health. The Food Standards Agency, Reino Unido. 
(http://www.food.gov.uk/science/ouradvisors/toxicity/COTwg/wg_phyto/). 
Consensos en Fitoterapia Ginecológica. 2008. Madrid: Panamericana. ISBN: 978-84-9835-104-0. 
Coward, L., Smith, M., Kirk, M. & Barnes, S. (1998). Chemical modification of isoflavones in soyfoods 
during cooking and processing. American Journal of Clinical Nutrition, 68, 1486-1491. 
Craig-Schmidt, M. C., & Teodorescu, C. A. (2007). Trans-Fatty Acids in Foods. Fatty Acids in Foods and 
their Health Implications, 377. 
Crane, T. E., Khulpateea, B. R., Alberts, D. S., Basen-Engquist, K., & Thomson, C. A. (2013). Dietary 
Intake and Ovarian Cancer Risk: A Systematic Review. Cancer Epidemiology Biomarkers & Prevention, 
cebp-0515. 
Crawford, S. L., Jackson, E. A., Churchill, L., Lampe, J. W., Leung, K., & Ockene, J. K. (2013). Impact of 
dose, frequency of administration, and equol production on efficacy of isoflavones for menopausal hot 
flashes: a pilot randomized trial. Menopause, 20(9), 911-921.  
Crisafulli, A., Altavilla, D., Squadrito, G., Romeo, A., Adamo, E. B., Marini, R., ... & Squadrito, F. (2004). 
Effects of the phytoestrogen genistein on the circulating soluble receptor activator of nuclear factor κB 
ligand-osteoprotegerin system in early postmenopausal women. Journal of Clinical Endocrinology & 
Metabolism, 89(1), 188-192. 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
410 
 
Cruz, N., Capellas, M., Hernández, M., Trujillo, A.J., Guamis, B. & Ferragut, V. (2007). Ultra high 
pressure homogenization of soymilk: Microbiological, physicochemical and microstructural 
characteristics. Food Research International. 40, 725-732. 
Csapó-Kiss, Z., Stefler, J., Martin, T.J., Makray, S. & Csapó, J. (1995). Composition of Mares’ 
Colostrum and Milk. Protein Content, Amino Acid Composition and Contents of Macroand Micro-
elements. International Dairy Journal, 5, 403-415. 
Curtis, P. J., Sampson, M., Potter, J., Dhatariya, K., Kroon, P. A., & Cassidy, A. (2012). Chronic 
ingestion of flavan-3-ols and isoflavones improves insulin sensitivity and lipoprotein status and 
attenuates estimated 10-year CVD risk in medicated postmenopausal women with type 2 diabetes A 1-
year, double-blind, randomized, controlled trial. Diabetes Care, 35(2), 226-232. 
D 
Dai, J., Li, Y., Zhou, H., Chen, J., Chen, M., & Xiao, Z. (2013). Genistein Promotion of Osteogenic 
Differentiation through BMP2/SMAD5/RUNX2 Signaling. International journal of biological sciences, 
9(10), 1089. 
Das, R., & Kanungo, M. S. (1982). Activity and modulation of ornithine decarboxylase and 
concentrations of polyamines in various tissues of rats as a function of age. Experimental gerontology, 
17(2), 95-103. 
Das, K. C., & Misra, H. P. (2004). Hydroxil radical scavenging and singlet oxygen quenching properties 
of polyamines. Molecular and Cellular Biochemistry, 262, 127-133. 
Davies, C. G. A., Netto, F. M., Glassenap, N., Gallaher, C. M., Labuza, T. B., & Gallaher, D. D. (1998). 
Indication of the Maillard Reaction during Storage of Protein Isolates. Journal of Agriculture and Food 
Chemistry, 46, 2485–2489. 
De Andrade, C. M., Silva de Sá, M. F., & Torqueti-Toloi, M. R. (2011). Effect of phytoestrogens derived 
from soy bean on expression of adhesion molecules on HUVEC. Climateric, 1–9. 
De Caterina, R., & Massaro, M. (2005). Omega-3 fatty acids and the regulation of expression of 
endothelial pro-atherogenic and pro-inflammatory genes. Journal of Membrane Biology, 206, 103-116. 
De Jong, A., Plat, J., & Mensink, R. P. (2003). Metabolic effects of plant sterols and stanols (Review). 
The Journal of nutritional biochemistry, 14(7), 362-369. 
Debruyne, I., & Riaz, M. N. (2006). Soy base extract: soymilk and dairy alternatives. Soy applications 
in food, 111-132. 
Decker, E.A., Warner, K., Richards, M.P., & Fereidoon, S. (2005) Measuring antioxidants effectiveness 
in food. Jouranl of Agricultural and Food Chemistry, 53: 4303-4310. 
Demel, R. A., & De Kruyff, B. (1976). The function of sterols in membranes. Biochimica et Biophysica 
Acta (BBA)-Reviews on Biomembranes, 457(2), 109-132. 
Dentith, S., & Lockwood, B. (2008). Development of techniques for the analysis of isoflavones in soy 
foods and nutraceuticals. Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic Care, 11, 242–247. 
Desai, F., Ramanathan, M., Fink, C. S., Wilding, G. E., Weinstock-Guttman, B., & Awad, A. B. (2009). 
Comparison of the immunomodulatory effects of the plant sterol β-sitosterol to simvastatin in 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
411 
 
peripheral blood cells from multiple sclerosis patients. International immunopharmacology, 9(1), 153-
157. 
Desrumaux, A., & Marcand, J. (2002). Formation of sunflower oil emulsions stabilized by whey 
proteins with high-pressure homogenization (up to 350 MPa): Effect of pressure on emulsion 
characteristics. International Journal of Food Science & Technology, 37, 263-269.  
Dharma, R., Suyatna, F. D., Mansyur, M., & Hidajat, A. (2013). Effect of soy isoflavone 
supplementation on vascular endothelial function and oxidative stress in postmenopausal women: a 
community randomized controlled trial. Asia Pacific journal of clinical nutrition, 22(3). 
Die, M. D., Bone, K. M., Williams, S. G., & Pirotta, M. V. (2013). Soy and soy isoflavones in prostate 
cancer: a systematic review and meta-analysis of randomised controlled trials. BJU international. 
Diels, A.J., Callewaert, L., Wuytack, E.Y., Masschalck, B., & Michiels, C.W. (2005). Inactivation of 
Escherichia coli by high-pressure homogenisation is influenced by fluid viscosity but not by water activity 
and product composition. International Journal of Food Microbiology, 101, 281-291. 
Donkor, O. N., Henriksson, A., Vasiljevic, T., & Shah, N. P. (2007b). Rheological properties and sensory 
characteristics of set-type soy yogurt. Journal of Agricultural and Food Chemistry 55, 9868-9876. 
Donsì, F., Ferrari, G., & Maresca, P. (2009a). High-pressure homogenization for food sanitization. In 
Global Issues in Food Science and Technology (Edited by, Gustavo Barbosa-Cánovas, Alan Mortimer, 
David Lineback, Walter Spiess, Ken Buckle, & Paul Colonna), Academic Press, USA. pp. 309-352. 
Douki, T., Bretonniere, Y., & Cadet, J. (2000). Protection against Radiation-Induced Degradation of 
DNA Bases by Polyamines. Radiation Ressearch, 153, 29-35. 
Dumay, E., Chevalier-Lucia, D., Picart-Palmade, L., Benzaria, A., Gràcia-Julià, A., & Blayo, C. (2013). 
Technological aspects and potential applications of (ultra) high-pressure homogenisation. Trends in Food 
Science & Technology, 31(1), 13-26. 
Duncan, A. M., Underhill, K. E., Xu, X., LaValleur, J., Phipps, W. R., & Kurzer, M. S. (1999a). Modest 
Hormonal Effects of Soy Isoflavones in Postmenopausal Women 1. Journal of Clinical Endocrinology & 
Metabolism, 84(10), 3479-3484. 
Duncan, A. M., Merz, B. E., Xu, X., Nagel, T. C., Phipps, W. R., & Kurzer, M. S. (1999b). Soy Isoflavones 
Exert Modest Hormonal Effects in Premenopausal Women 1. Journal of Clinical Endocrinology & 
Metabolism, 84(1), 192-197. 
E 
EFSA Panel on Biological Hazards-BIOHAZ, 2011. Scientific Opinion on risk based control of biogenic 
amine formation in fermented foods. EFSA Journal 9(10), 2393. 
Eisen, B., Ungar, Y., & Shimoni, E. (2003). Stability of isoflavones in soy milk stored at elevated and 
ambient temperatures. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 51(8), 2212-2215. 
Eisenberg, T., Knauer, H., Schauer, A., Büttner, S., Ruckenstuhl, C., Carmona-Gutierrez, D., ... & 
Madeo, F. (2009). Induction of autophagy by spermidine promotes longevity. Nature cell biology, 11(11), 
1305-1314.  
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
412 
 
Esteves, E.A., Martino, H.S.D., Oliveira, F.C.E., Bressan J., & Costa, N.M.B. (2010). Chemical 
composition of a soybean cultivar lacking lipoxygenases (LOX2 and LOX3). Food Chemistry, 122(11), 238-
242. 
European Atherosclerosis Society (EAS) (2014). Consensus Position Paper on plant sterols and plant 
stanols in the management of dyslipidaemia and prevention of cardiovascular disease. Disponible en: 
http://www.eas-society.org/consensus-paper-on-plant-sterols-and-plant-stanols.aspx (Último aceso: 
Abril, 2014) 
European Food Safety Authority (2011). Scientific Opinion on the substantiation of health claims 
related to soy isoflavones and protection of DNA, proteins and lipids from oxidative damage (ID 1286, 
4245), maintenance of normal blood LDL cholesterol concentrations (ID 1135, 1704a, 3093a), reduction 
of vasomotor symptoms associated with menopause (ID 1654, 1704b, 2140, 3093b, 3154, 3590), 
maintenance of normal skin tonicity (ID 1704a), contribution to normal hair growth (ID 1704a, 4254), 
“cardiovascular health” (ID 3587), treatment of prostate cancer (ID 3588) and “upper respiratory tract” 
(ID 3589) pursuant to Article 13(1) of Regulation (EC) No 1924/2006. EFSA Journal; 9(7):2264 [44 pp.]. 
European Food Safety Authority (2012a). Scientific Opinion on the substantiation of a health claim 
related to isolated soy protein and reduction of blood LDL-cholesterol concentrations pursuant to Article 
14 of Regulation (EC) No 1924/2006. EFSA Journal; 10(2):2555 [17 pp.]. 
European Food Safety Authority (2012b). Scientific Opinion on the substantiation of health claims 
related to soy isoflavones and maintenance of bone mineral density (ID 1655) and reduction of 
vasomotor symptoms associated with menopause (ID 1654, 1704, 2140, 3093, 3154, 3590) (further 
assessment) pursuant to Article 13(1) of Regulation (EC) No 1924/2006. EFSA Journal; 10(8):2847 [36 
pp.]. 
European Pharmacopoeia (2008). 8th ed, Council of Europe, Strasbourg. 
F 
FAO (1970). Amino-Acid content of foods and biological data on proteins. FAO food and nutrition 
series. Rome, Italy: FAO. 
FAO. (2002). Chapter XIX soybeans: Post-harvest Operations. Disponible en: 
http://www.fao.org/inpho/content/compend/text/Ch19sec1.htm#.  
Fávaro Trindade, S.C., Cascardo Silva, F., Freitas, S., & Couri, S. (1997). Comportamiento reologico de 
los "yogurts" de soya homogeneizados y no homogeneizados. Alimentaria 285, 69-73. 
Ferrer, E., Alegría, A., Courtois, G., & Farré, R. (2000). High-performance liquid chromatographic 
determination of Maillard compounds in store-brand and name-brand ultra-high-temperature-treated 
cows’ milk. Journal of Chromatogry A, 881, 599-606. 
Finot, P.A., Deutsch, R., & Bujard, E. (1981). The extent of the Maillard reaction during the processing 
of milk. Progress in Food and Nutrition Science, 5, 345-355. 
Flebes, C., Soto, C., Saldaña, A., & Garcia, B. (2002). Funciones de la Vitamina E. Revista Cubana de 
Estomatología, 40, 28-32. 
Floury, J., Desrumaux, A., & Legrand, J. (2002). Effect of ultra-high-pressure homogenization on 
structure and on rheological properties of soy protein-stabilized emulsions. Journal of Food Science, 67, 
3388-3395. 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
413 
 
Floury, J., Desrumaux, A., Axelos, M.V., & Legrand, J. (2003). Effect of high pressure homogenisation 
on methylcellulose as food emulsifier. Journal of Food Engineering, 58, 227-238. 
Floury, J., Bellettre, J., Legrand, J., & Desrumaux, A. (2004a). Analysis of a new type of high pressure 
homogeniser. A study of the flow pattern. Chemical Engineering Science, 59, 843-853. 
Floury, J., Legrand, J., & Desrumaux, A. (2004b). Analysis of a new type of high pressure 
homogeniser. Part B. study of droplet break-up and recoalescence phenomena. Chemical Engineering 
Science, 59, 1285-1294. 
Fitzpatrick, L. A. (2003). Phytoestrogens—mechanism of action and effect on bone markers and bone 
mineral density. Endocrinology and metabolism clinics of North America, 32(1), 233-252. 
Fonseca, N. D., Villar, M. P. M., Donangelo, C. M., & Perrone, D. (2014). Isoflavones and soyasaponins 
in soy infant formulas in Brazil: Profile and estimated consumption. Food chemistry, 143, 492-498. 
Frankel, E.N. (1993). In search of better methods to evaluate natural antioxidants and oxidative 
stability in food lipids. Trends in Food Science and Technology, 4, 220-225. 
Frankel, E.N. (1996). Antioxidants in lipid foods and their impact on food quality. Food Chemistry, 57, 
51-55. 
Frankel, E.N. & Meyer, A.S. (2000). The problems of using one-dimensional methods to evaluate 
multifunctional food and biological antioxidants. Journal of the Science of Food and Agriculture, 80, 
1925-1941. 
Frankel, E.N., & Finley, J.W. (2008). How to Standaridize the Multiplicity of Methods To Evaluate 
Natural Antioxidants. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56, 4901-4908 
Fransen, H. P., de Jong, N., Wolfs, M., Verhagen, H., Verschuren, W. M., Lütjohann, D., ... & Mensink, 
R. P. (2007). Customary use of plant sterol and plant stanol enriched margarine is associated with 
changes in serum plant sterol and stanol concentrations in humans. The Journal of nutrition, 137(5), 
1301-1306. 
Frascarelli, S., Gghelardoni, S., Chiellini, G., Vardiu, R., Ronca-Testoni, S., Scalan, T.S., Grandy, D.K., & 
Zucchi, R. (2008). Cardiac effects of trace amines: pharmacological characterization of trace amines- 
associated receptors. European Journal of Pharmacology, 587, 1-3, 231-236. 
Friedman, M. & Brandon, D.L. (2001). Nutritional and health benefits of soy proteins. Journal of 
Agricultural and Food Chemistry. 49, 1069-1086. 
Fritz, H., Seely, D., Flower, G., Skidmore, B., Fernandes, R., Vadeboncoeur, S., ... & Fergusson, D. 
(2013). Soy, Red Clover, and Isoflavones and Breast Cancer: A Systematic Review. PloS one, 8(11), 
e81968. 
Fu, Z., Zhang, W., Zhen, W., Lum, H., Nadler, J., Bassaganya-Riera, J., ... & Liu, D. (2010). Genistein 
induces pancreatic β-cell proliferation through activation of multiple signaling pathways and prevents 
insulin-deficient diabetes in mice. Endocrinology, 151(7), 3026-3037. 
Fujisawa, S., & Kadoma, Y. (2005). Kinetic evaluation of polyamines as radical scavengers. Anticancer 
research, 25(2A), 965-969. 
G 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
414 
 
Gallaher, D., & Schneeman, B.O. (1986). Nutritional and metabolic response to plant inhibitors of 
digestive enzymes. Advances in Experimental Medicine and Biology. 199, 167-184. 
Gallagher, J. C., Satpathy, R., Rafferty, K., & Haynatzka, V. (2004). The effect of soy protein isolate on 
bone metabolism. Menopause, 11(3), 290-298. 
Genovese, M. I., & Lajolo, F. M. (2002). Isoflavones in soy-based foods consumed in Brazil: levels, 
distribution, and estimated intake. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50(21), 5987-5993. 
Gibson, G. R., & Roberfroid, M. B. (1995). Dietary modulation of the human colonic microbiota: 
Introducing the concept of prebiotic. Journal of Nutrition, 125, 1401-1412. 
Gliszczynska-Swiglo, A., & Sikorska, E. (2004). Simple reversed-phase liquid chromatography method 
for determination of tocopherols in edible plant oils. Journal of Chromatogry A, 1048, 195-198. 
Glória, M. B. A., Tavares-Neto, J., & Labanca, R. A. (2005). Influence of Cultivar and Germination on 
Bioactive Amines in Soybeans (Glycine max L. Merril). Journal of Agriculture and Food Chemistry, 53(19), 
7480-7485. 
Golbitz, P. (1995). Traditional soyfoods – Processing and Products. Journal of Nutrition, 125, S570-
S572.  
Ghosh, P., & Fenner, G. P. (1999). Improved method for gas chromatographic analysis of genistein 
and daidzein from soybean (Glycine max) seeds. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 47, 3455–
3456. 
Gold, E. B., Leung, K., Crawford, S. L., Huang, M. H., Waetjen, L. E., & Greendale, G. A. (2013). 
Phytoestrogen and fiber intakes in relation to incident vasomotor symptoms: results from the Study of 
Women’s Health Across the Nation. Menopause, 20(3), 305-314. 
Grieshop, C.M., & Fahey, G.C. (2001). Comparison of Quality Characteristics of Soybeans from Brazil, 
China, and the United States. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49, 2669-2673. 
Groppa, M. D., Tomaro, M. L., & Benavides, M. P. (2007). Polyamines and heavy metal stress: the 
antioxidant behavior of spermine in cadmium- and copper-treated wheat leaves. BioMetals, 20, 185-
195. 
Groppa, M. D., & Benavides, M. P. (2008). Polyamines and abiotic stress: recent advances. Amino 
acids, 34(1), 35-45. 
Guamis, B., Trujillo, A., Ferragut, V., & Daoudy, L. (2006). Aplicaciones de las altas presiones en la 
industria alimentaria. En: Técnicas avanzadas de procesado y conservación de alimentos. Editores: 
Blanco, C. A., Gómez, M., Ronda, F., & Caballero, P. A. Valladolid. pp. 61-76.  
Guan, R. F., Liu, Z. F., Zhang, J. J., Wei, Y. X., Wahab, S., Liu, D. H., & Ye, X. Q. (2013). Investigation of 
biogenic amines in sufu (furu): A Chinese traditional fermented soybean food product. Food Control, 31, 
345-352. 
Guimarães, V. M., Tavares de Rezende, S., Moreira, M. A. Gonςalves de Barros, E., & Felix, C. R. 
(2001). Characterization of α-galatosidase from germinating soybean seed and their use for hydrolysis of 
oligosaccharides. Phytochemistry, 58, 67-73.  
Guo, S-T., Ono, T., & Mikami, M. (1997). Interaction between protein and lipid in soybean milk at 
elevated temperature. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 45, 4601-4605.  
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
415 
 
Gupta, R.P. & Gupta, R.R. (1988). Equipment for Making No-Beany Flavor Soymilk US Patent-
4744524. May, 17, 1988. Official Gazette of the United States Patent and Trademark Office Patents. Appl 
No. 32,538. 
Guzman, G.J. and Murphy, P.A. (1986). Tocopherols of soybean seeds and soybean curd (Tofu). 
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 34, 791-795. 
Gylling, H., Plat, J., Turley, S., Ginsberg, H. N., Ellegård, L., Jessup, W., ... & Chapman, M. J. (2014). 
Plant sterols and plant stanols in the management of dyslipidaemia and prevention of cardiovascular 
disease. Atherosclerosis, 232(2), 346-360. 
H 
Hale, G. E., Hughes, C. L., & Cline, J. M. (2002). Endometrial cancer: hormonal factors, the 
perimenopausal “window of risk,” and isoflavones. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 
87(1), 3-15. 
Halliwell, B., & Chirico, S. (1993) Lipid peroxidation: its mechanism, measurement and significance. 
American Journal of Clinical Nutrition, 57 (suppl): 715s-725s. 
Hayes, M. G., & Kelly, A. L. (2003a). High pressure homogenisation of raw whole bovine milk (a) 
effects on fat globule size and other properties. Journal of Dairy Research, 70, 297-305.  
Hayes, M. G., & Kelly, A. L. (2003b). High pressure homogenisation of milk (b) effects on indigenous 
enzymatic activity. Journal of Dairy Research, 70, 307-313.  
Hayes, M. G., Fox, P. F., & Kelly, A. L. (2005). Potential applications of high pressure homogenisation 
in processing of liquid milk. Journal of Dairy Research 72, 25-33. 
Head, K. A. (1999). Ipriflavone: an important bone-building isoflavone. Alternative medicine review: a 
journal of clinical therapeutic, 4(1), 10-22. 
Hedlund, T. E., Maroni, P. D., Ferucci, P. G., Dayton, R., Barnes, S., Jones, K., ... & Gray, K. J. (2005). 
Long-term dietary habits affect soy isoflavone metabolism and accumulation in prostatic fluid in 
caucasian men. The Journal of nutrition, 135(6), 1400-1406.  
Hendriks, HF, Weststrate, JA, van Vliet, T, Meijer, GW. (1999). Spreads enriched with three different 
levels of vegetable oil sterols and the degree of cholesterol lowering in normocholesterolaemic and 
mildly hypercholesterolaemic subjects. European Journal of Clinical Nutrition, 53, 319-327.  
Henno, P., Maurey, C., Danel, C., Bonnette, P., Souilamas, R., Stern, M., ... & Israël-Biet, D. (2009). 
Pulmonary vascular dysfunction in end-stage cystic fibrosis: role of NF-κB and endothelin-1. European 
Respiratory Journal, 34(6), 1329-1337. 
Herrera, E. (1991). Formación de las grasas: biosíntesis de ácidos grasos y triacilglicéridos. Ed. 
Herrera E: Bioquímica, Aspectos estructurales y vías metabólicas. Nueva York, Interamericana. McGraw-
Hill. pp 591-614. 
Hesseltine, C. W. (1984). Fermented foods in the Orient with emphasis on soy sauce. J. Japan Soy 
Sauce Res Inst., 10(3), 69-81. 
Hornero-Mendez, D., Perez-Galvez, A., & Minguez-Mosquera, M.I. (2001). A rapid 
spectrophotometric method for the determination of peroxide value in food lipids with high carotenoid 
content. Journal of  American Oil Chemists Society, 78, 1151-1155. 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
416 
 
Horwitz, W. (1982). Evaluation of analytical methods used for regulation of foods and drugs. 
Analytical Chemistry, 54(1), 67–76. 
Hosoda, K., Furuta, T., Yokokawa, A., & Ishii, K. (2010). Identification and quantification of daidzein-7-
glucuronide-4ʹ-sulfate, genistein-7-glucuronide-4ʹ-sulfate and genistein-4ʹ, 7-diglucuronide as major 
metabolites in human plasma after administration of kinako. Analytical and bioanalytical chemistry, 
397(4), 1563-1572.  
Howard, P. A., Lehnhardt, W. F., & Orthoefer, F. T. (Jan. 11, 1983). 7S and 11S vegetable protein 
fractionation and isolation. USA. 4,368,151. 
Hsieh, H. M., Wu, W. M., & Hu, M. L. (2011). Genistein attenuates d-galactose-induced oxidative 
damage through decreased reactive oxygen species and NF-κB binding activity in neuronal PC12 cells. 
Life sciences, 88(1), 82-88.  
Hsu, H.W., Vavak, D.L., Satterlee, L.D., & Miller, G.A. (1997). A multienzyme technique for estimating 
protein digestibility. Journal of Food Science, 42(5), 1269-1273. 
Huang, D., Ou, B., & Prior, R. L. (2005). The Chemistry behind Antioxidant Capacity Assays. Journal of 
Agriculture and Food Chemistry, 3, 1841-1856. 
Huang, H., Liang, H., & Kwok, K.C. (2006). Effect of thermal processing on genistein, daidzein and 
glycitein content in soymilk. Journal of the Science of Food and Agriculture, 86(7), 1110-1114. 
Hunter, D., & Burritt, D.J. (2012). Polyamines of Plant Origin - An Important Dietary Consideration for 
Human Health, Phytochemicals as Nutraceuticals - Global Approaches to Their Role in Nutrition and 
Health, Dr Venketeshwer Rao (Ed.), ISBN: 978-953-51-0203-8, InTech, DOI: 10.5772/26902. Available 
from: http://www.intechopen.com/books/phytochemicals-as-nutraceuticals-global-approaches-to-
their-role-in-nutrition-and-health/polyamines-of-plant-origin-an-important-dietary-consideration-for-
human-health. 
Hutabarat, L.S., Greenfield, H., & Mulholland H. (2001). Isoflavones and coumestrol in soybeans and 
soybean products from Australia and Indonesia. Journal of Food Composition and Analyses, 14, 43–58. 
Hwang, C.S., Kwak, H. S., Lim, H.J., Lee, S. H., Kang, Y.S., Choe, T.B., ... & Han, K.O. (2006). Isoflavone 
metabolites and their in vitro dual functions: They can act as an estrogenic agonist or antagonist 
depending on the estrogen concentration. The Journal of steroid biochemistry and molecular biology, 
101(4), 246-253. 
Hwang, K.A., Park, M.A., Kang, N.H., Yi, B.R., Hyun, S.H., Jeung, E.B., & Choi, K.C. (2013). Anticancer 
effect of genistein on BG-1 ovarian cancer growth induced by 17< i> β</i>-estradiol or bisphenol A via 
the suppression of the crosstalk between estrogen receptor alpha and insulin-like growth factor-1 
receptor signaling pathways. Toxicology and applied pharmacology, 272(3), 637-646. 
Hyun, J., Shin, S.Y., So, K.M., Lee, Y.H., & Lim, Y. (2012). Isoflavones inhibit the clonogenicity of 
human colon cancer cells. Bioorganic & medicinal chemistry letters, 22(8), 2664-2669. 
I 
Igarashi, K., & Kashiwagi, K. (2000). Polyamines: mysterious modulators of cellular functions. 
Biochemical and biophysical research communications, 271(3), 559-564.  
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
417 
 
Irvine, C.H., Shand, N., Fitzpatrick, M.G., & Alexander, S.L. (1998). Daily intake and urinary excretion 
of genistein and daidzein by infants fed soy-or dairy-based infant formulas. The American journal of 
clinical nutrition, 68(6), 1462S-1465S. 
Isanga, J., & Zhang, G.N. (2008). Soybean bioactive components and their implications to health—a 
review. Food reviews international, 24(2), 252-276. 
Ismail, B., & Hayes, K. (2005). β-Glycosidase activity toward different glycosidic forms of isoflavones. 
Journal of agricultural and food chemistry, 53(12), 4918-4924. 
Iwuoha, C.I., & Umunnakwe, K.E. (1997). Chemical, physical and sensory characteristics of soymilk as 
affected by processing method, temperature and duration of storage. Food Chemistry, 59, 373-379. 
Izquierdo-Pulido, M., Veciana-Nogués, M.T., Mariné-Font, A., & Vidal-Carou, M.C. (1999). Polyamine 
and biogenic amine evolution during food processing. Polyamines in Health and Nutrition, 139. 
Iwuoha, C.I. & Umunnakwe, K.E. (1997). Chemical, physical and sensory characteristics of soymilk as 
affected by processing method, temperature and duration of storage. Food Chemistry. 59, 373-379. 
Izumi, T., Piskula, M. K., Osawa, S., Obata, A., Tobe, K., Saito, M., ... & Kikuchi, M. (2000). Soy 
isoflavone aglycones are absorbed faster and in higher amounts than their glucosides in humans. The 
Journal of nutrition, 130(7), 1695-1699. 
J 
Jarisch R, (2004). Histamin-Intoleranz, Histamin und Seekrankheit. 2nd ed. Stuttgart.  
Jayagopal, V., Albertazzi, P., Kilpatrick, E. S., Howarth, E. M., Jennings, P. E., Hepburn, D. A., & Atkin, 
S. L. (2002). Beneficial effects of soy phytoestrogen intake in postmenopausal women with type 2 
diabetes. Diabetes care, 25(10), 1709-1714. 
Jefferson, W. N., Patisaul, H. B., & Willians, C. J. (2012). Reproductive consequences of 
developmental phytoestrogen exposure. Reprodution, 143, 1741–7899. 
Johnson, L.A., Hoover, W.J. & Deyoe, C.W. (1983). Soymilk process. US Patent-4409256. October, 11, 
1983. Official Gazette of the United States Patent and Trademark Office Patents. Appl No. 249,717. 
Jones, P. J., MacDougall, D. E., Ntanios, F., & Vanstone, C. A. (1997). Dietary phytosterols as 
cholesterol-lowering agents in humans. Canadian Journal of Physiology and Pharmacology, 75(3), 217-
227. 
Jooyandeh H. (2011). Soy poducts as healthy and functional foods. Middle-East Journal of Science 
Research, 7, 71–80.  
K 
Kakkar, R. K., & Sawhney, V. K. (2002). Polyamine research in plants–a changing perspective. 
Physiologia Plantarum, 116(3), 281-292.  
Kalac ̆P., & Krausová P. (2005). A review of dietary polyamines: Formation, implications for growth 
and health and occurrence in foods. Food Chemistry, 90, 219-230. 
Kamal-Eldin, A., & Appelqvist, L.A. 1996. The chemistry and antioxidant properties of tocopherols 
and tocotrienols. Lipids, 31, 671-701. 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
418 
 
Kano, M., Takayanagi, T., Harada, K., Sawada, S., & Ishikawa, F. (2006). Bioavailability of isoflavones 
after ingestion of soy beverages in healthy adults. The Journal of Nutrition, 136(9), 2291-2296. 
Kao, T. H., & Chen, B. H. (2002). An improved method for determination of isoflavones in soybean 
powder by liquid chromatography. Chromatographia, 56, 423–430. 
Karademir, B., & Ozer, N. K. (2013). Molecular Function of Tocopherols in Age Related Diseases. 
Current pharmaceutical design. 
Keinan-Boker, L., Peeters, P. H. M., Mulligan, A. A., Navarro, C., & Slimani, N. (2002). Soy product 
consumption in 10 European countries: The European prospective investigation into cancer and 
nutrition (EPIC) study. Public Health Nutrition, 5, 1217-1226.  
Kelly, W.J., & Muske, K.R. (2004). Optimal operation of high-pressure homogenization for 
intracellular product recovery. Bioprocess and Biosystems Engineering, 27, 25-37. 
Kennedy, A. (1998). The Bowman-Birk inhibitor from soybeans as an anticarcinogenic agent. 
American Journal of Clinical Nutrition, 68, 1406S-1412.  
Kielczewska, K., Kruk, A., Czerniewicz, M., Warminska, M. & Haponiuk, E. (2003). The effect of high-
pressure homogenization on changes in milk colloidal and emulsifying systems. Polish Journal of Food 
and Nutrition Sciences. 12, 43-46. 
Kiely, M., Faughnan, M., Wähälä, K., Brants, H., & Mulligan, A. (2003). Phyto-oestrogen levels in 
foods: the design and construction of the VENUS database. British Journal of Nutrition, 89(S1), S19-S23. 
Kim, H. J., Hamhm, T. S., & Min, D. B. (2007). Hidroperoxide as prooxidant in the oxidative stability of 
soybean oil. Journal of American Oil Chemical Society, 84: 349-355. 
Kim, M. H., Park, J. S., Seo, M. S., Jung, J. W., Lee, Y. S., & Kang, K. S. (2010). Genistein and daidzein 
repress adipogenic differentiation of human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells via 
Wnt/β-catenin signalling or lipolysis. Cell proliferation, 43(6), 594-605. 
King, J.C., Blumberg, J., Ingwersen, L., Jenag, M., & Tucker K.L. (2008). Tree Nuts and Peanuts as 
Components of a Healthy Diet. Journal of Nutrition, 138(9), 1736-1740. 
Klein, C. B., & King, A. A. (2007). Genistein genotoxicity: Critical considerations of in vitro exposure 
dose. Toxicology and applied pharmacology, 224(1), 1-11. 
Kleinig, A.R., & Middelberg, A.J. (1996). The correlation of cell disruption with homogenizer valve 
pressure gradient determined by computational fluid dynamics. Chemical Engineering Science, 51, 5103-
5110. 
Klump, S. P., Allred, M. C., Macdonald, J. L., & Ballam, J. M. (2001). Determination of isoflavones in 
soy and selected foods containing soy by extraction, saponification and liquid chromatography: 
collaborative study. Journal of AOAC International, 84, 1865–1883. 
Korn, A., Da Prada, M., Raffesberg, W., Allen, S., & Gasic, S. (1988). Tyramine pressor effect in man: 
studies with moclobemide, a novel, reversible monoamine oxidase inhibitor. Journal of Neural 
Transmission, 26, 57-71. 
Kotenko, L. D., Mamatkhanov, A. U., & Turakhozhaev, M. T. (1993). Spectrophotometric 
determination of flavones. Chemistry of Natural Compounds, 29, 590–591. 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
419 
 
Krebs, E.E., Ensrud, K.E., MacDonald, R., & Wilt, T.J. (2004). Phytoestrogens for treatment of 
menopausal symptoms: a systematic review. Obstetrics & Gynecology, 104(4), 824-836. 
Kronenberg, F., & Fugh-Berman, A. (2002). Complementary and alternative medicine for menopausal 
symptoms: a review of randomized, controlled trials. Annals of Internal Medicine, 137(10), 805-813. 
Kung, H. F., Tsai, Y. H., & Wei, C. I. (2007). Histamine and other biogenic amines and histamine-
forming bacteria in miso products. Food Chemistry, 101(1), 351-356. 
Kusano, T., Berberich, T., Tateda, C., & Takahashi, Y. (2008). Polyamines: essential factors for growth 
and survival. Planta, 228(3), 367-381.  
Kwok, K. C., & Niranjan, K. (1995). Review: Effect of thermal processing on soymilk. International 
Journal of Food Science & Technology, 30, 263-295.  
Kwok, K. C., Shiu, Y. W., Yeung, C. H., & Niranjan, K. (1998). Effect of thermal processing on available 
lysine, thiamine and riboflavin content in soymilk. Journal of the Science of Food and Agriculture, 77, 
473-478. 
Kwok, K. C., Liang, H.-H., & Niranjan, K. (2002). Optimizing conditions for thermal processes of soy 
milk. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50, 4834-4838.  
Kwon, D. Y., Daily III, J. W., Kim, H. J., & Park, S. (2010). Antidiabetic effects of fermented soybean 
products on type 2 diabetes. Nutrition research, 30(1), 1-13. 
Kiely, M., Faughnan, M., Wähälä, K., Brants, H., & Mulligan, A. (2003). Phyto-oestrogen levels in 
foods: the design and construction of the VENUS database. British Journal of Nutrition, 89(S1), S19-S23. 
L 
Lada, A.T., & Rudel, L.L. (2003). Dietary monounsaturated versus polyunsaturated fatty acids: which 
is really better for protection from coronary heart disease?. Current Opinions of Lipidology, 14, 41-46.  
Ladero, V., Calles-Enríquez, M., Fernández, M., & Alvarez, M.A. (2010). Toxicological effects of 
dietary biogenic amines. Current Nutrition and Food Science, 6, 145-156. 
Lagari, V.S., & Levis, S. (2013). Phytoestrogens in the Prevention of Postmenopausal Bone Loss. 
Journal of Clinical Densitometry, 16(4), 445-449.  
Lagari, V.S., & Levis, S. (2014). Phytoestrogens for menopausal bone loss and climacteric symptoms. 
The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 139, 294-301. 
Lakshmanan, R., de Lamballerie, M., & Jung, S. (2006). Effect of soybean-to-water ratio and pH on 
pressurized soymilk properties. Journal of Food Science, 71, E384- E391. 
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